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Vergleichende Untersuchungen iiber das Drehungsvermogen 
des Blutplasmas resp. Serums von Hunden unter 
verschiedenen Bedingungen. 

Von 
Emil Abderhalden und Paul Kawohl. 





Mit 34 Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1910.) 


Nachdem durch zahlreiche Untersuchungen im hiesigen 
Institute festgestellt worden war, daf Blutplasma resp. Serum 
auch nach lingerem Stehen (innerhalb 48 Std.) sein Drehungs- 
vermOgen nicht dandert, und ferner eine ganze Anzahl von Be- 
obachtungen ergeben hatten, daB bei ein und demselben Tier 
bei gleich bleibender Art der Fiitterung das Drehungsvermégen 
des an verschiedenen Tagen entnommenen Plasmas resp. Se- 
rums innerhalb enger Grenzen gleiche Werte ergab, schien es 
uns von Interesse, zu priifen, ob nach Zufuhr verschieden- 
artiger Nahrungsstoffe per os ein Einflu{ auf das optische Ver- 
halten der genannten Fliissigkeiten sich bemerkbar macht. Wir 
haben unsere Versuche vergleichend durchgefiihrt. Wir ver- 
glichen das Drehungsvermégen des Blutplasmas resp. Serums 
von Hunden vor der Verabreichung eines bestimmten Nahrungs- 
stoffes resp. unmittelbar nach der Verfiitterung, dann entnahmen 
wir in bestimmten Intervallen But und stellten jedesmal das 
Drehungsvermogen des Plasmas resp. Serums fest. 

Zunichst war zu priifen, ob die Entnahme von Blut 
an und fiir sich das Drehungsvermégen des Plasmas resp. 
Serums beeinflufit. Um diese Frage zu entscheiden, entnahmen 
Hunden, denen keine Nahrung verabreicht worden war, in be- 
stimmten Intervallen Blut. Die Einzelheiten der Versuchsan- 
ordnung ergeben sich aus den unten mitgeteilten Versuchen. 
Zur Gewinnung des Plasmas verfuhren wir, wie folgt. Wir 
gaben in den Zentrifugierroéhrchen (Inhalt 12 ccm) 0,02 g festes 
Ammoniumoxalat und lieBen dann das Blut direkt aus dem 
Gefa8 in das Roéhrchen flieBen. Wir schiittelten dann das 
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Rohrehen zirka 3 Minuten, dann wurde sofort zentrifugiert und 
das Drehungsvermigen des Plasmas festgestellt. In den meisten 
Fiillen verwendeten wir das Plasma und auch das Serum un- 
verdiinnt, nur dann, wenn die Ablesung Schwierigkeiten machte, 
verdiinnten wir mit einer bestimmten Menge physiologischer 
Koehsalzlodsung, nachdem wir uns tberzeugt hatten, dai durch 
diesen Zusatz bei energischer Mischung keine Fehlerquelle in 
den Versuch eingefiihrt wird. Immerhin ziehen wir unter allen 
Umstiinden die Bestimmung des Drehungsvermégens am un- 
verdiinnten Material vor. So oft es modglich war, haben wir 
die einzelnen Bestimmungen des Drehungsvermégens in der 
Art kontrolliert, daB wir die Ablesung in verschieden langer 
Schicht, z. B. im 2,5 em- und 5 em-Rohr, vornahmen. Die Uber- 
einstimmung der Werte war stets eine gute. Ebenso erhielten 
wir gut iibereinstimmende Werte, wenn wir das Plasma mit 
verschiedenen Mengen von physiologischer Kochsalzlésung ver- 
diinnten und dann die Drehung feststellten. 

Die Durchfiihrung dieser Versuche stieB insofern auf 
Schwierigkeiten, als das Plasma resp. Serum ab und zu von vorn- 
herein Triibungen aufwies, die ein exaktes Ablesen unmdglich 
machen. Selbstverstindlich sind dann die Resultate nicht verwert- 
bar. In allen Fillen erfolgte die Blutentnahme in Ather-Chloroform- 
narkose. Nach eingetretener Narkose gaben wir noch Morphium. 
Bei den Versuchen, bei denen die Beobachtungen innerhalb 
einiger Stunden durchgefiihrt wurden, entnahmen wir die Blut- 
proben demselben Gefaéfi (femoralis od. carotis). Wurden die 
Beobachtungen auf Tage ausgedehnt, so wihlten wir nach jeder 
zweiten Blutentnahme ein neues Blutgefab. 

Unsere Untersuchungen gliedern sich in folgende Frage- 
stellungen: 

1) Welchen Einflub hat die wiederholte Blutentnahme an 
und fiir sich auf das Drehungsvermégen des Plasmas resp. Serums? 

Die Entscheidung dieser Frage bildet zugleich eine Kon- 
trolle fiir die Fiitterungsversuche. Wir gingen so vor, daB wir 
die Versuchstiere (Hunde) 1 bis 2 Tage vor der Blutentnahme 
hungern liefen. Dann entnahmen wir in bestimmten Zeit- 
intervallen Blut und bestimmten das Drehungsvermégen des 
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Plasmes resp. Serums. Es ergab sich hierbei zuniichst, wie zu 
erwarten war, da das Plasma ein anderes Drehungsvermégen 
zeigt als das Serum. Es dreht stirker links als das letztere. 
Im ubrigen zeigten Plasma und Serum innerhalb enger Grenzen 
entsprechende Schwankungen. In allen Fallen folgte der Blut- 
entnahme eine Abnahme der Linksdrehung. Bald war dieser 
Abfall schon bei der zweiten Blutentnahme vorhanden, bald 
erst bei der dritten. In den meisten Fillen nahm dann die 
Linksdrehung wieder zu. Die Schwankungen des Drehungsver- 
mégens waren in den einzelnen Fiillen nicht gleichmafig. Die 
Versuche zeigen jedenfalls, daB durch die Blutentnahme das 
Drehungsvermogen des Plasmas resp. Seruns beeinflubt wird: 
wenn auch die einzelnen Versuche nicht ganz tibereinstimmende 
Resultate ergaben (vgl. die Kurven 1 bis 9), so zeigte sich 
doch ein im ganzen typisches Verhalten. 

Versuche tiber das Verhalten des Blutplasmas resp. Se- 
rums nach wiederholter Blutentnahme ohne Fiitterung. 


Versuch 1. 
Korpergewicht: 10000 g. Das Versuchstier hatte 2 Tage vor dem Ver- 
suche gehungert. 


1. Blutentnahme: 9°° Uhr. 5. Blutentnahme: 1°! Uhr. 
2. > 11° > 6. » 200 
3. > 1145 » 7. rs Qu , 
4. i. 121 > 8. ‘ Alb oy 


Gelegentlich der 5. Blutentnahme wurden dem Hunde statt 2 Glas- 
chen 4 solcher voll Blut entzogen. Bei der 7. Blutentnahme ging etwas 


Blut verloren. 
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a = Serum, b = Plasma. 


+ Hier wurde das Doppelte der gewodhnlichen Blutmenge bei der 
Blutentnahme entzogen. 
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Versuch 2. 

Der Hund wiegt 12550 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 84° Uhr. 5. Blutentnahme: 12'° Uhr. 
2. > gss 6. > 199 «(3 
| > 1045 >» J . 910 
$ > 11°° >» 8. > 355 > 
~170 
-160°— 
~ 150": 

-/ 40" 
~130°. ee See Se eee ee aE ——— 
—- 1W? nee one $$$} ———_}—- ———}— ee ——— 
«| —_-.}— + 4 a as 
0? ee ee See oe eee, | Keene (Suerte aoe 
Swaden 1 2 J . S 6 7 
a = Serum, b = Plasma. 


Versuch 3. 
Kérpergewicht des Hundes 9800 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuche 


gehungert. 
1. Blutentnahme: 10° Uhr. 5. Blutentnahme: 1'° Uhr. 
2. > 10°? >» 6. > 900 y 
3 5 1145 » ie > 3° =» 
1239 5 8. m 405 y 











-130° 4 eye ee| ae 25h peers 
_~/7 200. ene = 
-710° = 3 a) | ee — 
-100°: eS _ 
00". Pernee ren _— 
Stunden 1 2 J 4 5 6 


a = Serum, b = Plasma. 


Versuch 4. 
Der Hund wiegt 9450 g. Er hat am Tage vorher gehungert. 
1. Blutentnahme: 9° Uhr. 5. Blutentnahme: 1% Uhr. 
2. 11°° >» 6. > 209 >» 
a > 114° » fp : 300 (4 
4. > 125° >» 8. > 410, 
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Versuch 5. 
Der Hund wiegt 9800 g. Er hat am Tage vor dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 9*? Uhr. 5. Blutentnahme: 1*° Uhr. 
2. > 10°* » 6. > go 
3. > 11*° » , a » 3i3 4 
4 1239 >» 8. ‘ 430 











~12", Ee 6 _ +—-— — -—-— - _ - —> “4 
- 190%. eed Ree ee 
| a | : nl anes : 1 

Stwngen I e 3 4 x & 7 


a = Serum, b = Plasma. 


Versuch 6. 
Korpergewicht 11900 g. Das Versuchstier hat am Tage vor dem Ver- 
suche gehungert. 


1. Blutentnahme: 10% Uhr. 4. Blutentnahme: 1°° Uhr. 
2. > 12°° » 5. > 915 > 
3. > 124° >» 6. > 945 y 


Der Versuch mufte friiher als urspriinglich beabsichtigt abgebrochen 
werden, da sich zu schnell Thromben bildeten. 




















a a ee, nn eee eee 
Stunden 7 2 3 6 


a = Serum, b = Plasma. 
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Versuch 7. 
Der Hund wiegt 7700 g. Er hat am Tage vorher gehungert. 


1. Blutentnahme: 10‘ Uhr. 5. Blutentnahme: 1°° Uhr. 

2. > 418 >» 6. . g00 

3. > 120 5 7. > 3s, 
4 > 1245 » 








{ } 
- 420% - _——— + ——— ene ee eee eT Sanne | — 
Hl } 
OTT fe en ne Se 
~100% aa | | i | 
Stunden 7 é J + 5 


Versuch 8. 
Der Hund wiegt 8500 g. Er hat am Tage vor dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 10" Uhr. 5. Blutentnahme: 1°° Uhr. 
2. > 11%3 >» 6. > 205» 
3. > 12° >» 7. > 38° > 
4. > 1245 » 8, » 435 » 


Bei der 7. Blutentnahme geht ein wenig Blut verloren. 


ee 70° 
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_ 180". Pere | i ae CRS: ae 
—1 10". +}———_———++- 4 a —+- 

Yaa = ? : o $ 6 
a = Serum, b = Plasma. 


Versuch 9. 


Der Hund wiegt nach der Blutentziehung 10300 g. Er hat am Tage vor 
dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 10°? Uhr. 5. Blutentnahme: 17? Uhr. 
2. > 1118 » 6. > 200 > 
3. > 1200 > ‘s > 320 > 
4. » 1245 » 8, > 420 (yb 
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a = Serum, 


b = Plasma. ~190° 
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2) Welchen EinflufB hat die Fiitterung von Fleisch auf das 
Drchungsvermogen des Plasmas resp. Serums? 

Zur Entscheidung dieser Frage sind die Versuche 1—8 
ausgefiihrt worden. Die Einzelheiten ergeben sich aus den 
unten mitgeteilten Versuchen. Die verfiitterten Fleischmengen 
waren verschiedene: 50—500 g. Vergleicht man die einzelnen 
Kurven unter sich und namentlich mit den oben mitgeteilten 
Kontrollversuchen, dann ergibt sich, daf eine typische Beein- 
flussung des Drehungsvermégens des Plasmas resp. Serums 
nicht vorhanden war. Ganz dhnliche Schwankungen zeigten 
Versuchstiere auch ohne Fiitterung. Jedenfalls war eine Zu- 
nahme der Linksdrehung nicht vorhanden. Ein eigentiimliches 
Verhalten zeigte Versuch 8, indem hier das Serum zum Teil 
starker nach links drehte als das Plasma. 


Versuch 1. 
Der Hund wiegt 10000 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 9* Uhr. 
Fiitterung von 40,0 g frischem Fleisch: 10°? Uhr. 

















2. Blutentnahme: 104% Uhr. 6. Blutentnahme: 12° Uhr. 
3. > 112° . v2 : 15 7 
4. > 115° > Rg, > 339 >» 
D. > 1229 , 
a = Serum, 
b = Plasma. ~ 149° ————+ { — t—— 
: | 
xX = Zeit der 130°} —+}+-— 
Mf 
Fiitterung. oo eee — —_ +—— 
| 
110 wee a eee } ee See. 
| | | | 
-1@0 ras i = _ ——_——_ 
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Versuch 2, 
Der Hund wiegt 11900 g. Er hat 3 Tage vor dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 10*° Uhr. 
Fiitterung mit 100,0 g frischem Fleisch: 118° Uhr. 


2. Blutentnahme: 12 Uhr. 6. Blutentnahme: 24° Uhr. 
3. > 1247 » 2 ‘ 345 , 
4, > i » 8. > 4%» 
5. > 145 > 


Das um 4*° Uhr entnommene Blut war etwas hamolytisch. 



































| | a = Serum, 

[ : [— -_ b = Plasma. 
alt Heras mies wuieeia T 2 = Zeit der 
 , ne, Sane | | Fiitterung. 
-110°|—_—- ——$—___}+——__++ | + — 

| 
-10"___., a: a oe eee! 
Stunden KX 7 2 p 4 $ 6 
Versuch 3. 


Der Hund wiegt 5800 g. Er hat am Tage vorher gehungert und gedurstet. 


1. Blutentnahme: 12*° Uhr. 
Der Hund erhalt Fleisch, soviel er will, ca. 150 g um 2*' Uhr. 


2. Blutentnahme: 3?° Uhr. 5. Blutentnahme: 6°° Uhr. 
3. > 494 6. > 715 oy 
4. » Htt > 





a = Serum, 








ak NNR Minna, MANA ili anit tate b = Plasma. 
cal | aang aliens x = Zeit der 
Pe a: oe an ee oss Main diel Fiitterung. 
- 110° —- ne } _ —+— 
~t00"___, ae Sa | oe 
Stunden & 7 2 3 é § 

Versuch 4. 


Der Hund wiegt 8765 g. Er hat 3 Tage vorher gehungert. 


1. Blutentnahme: 9° Uhr. 
Fiitterung von 150 g frischem Fleisch um 10°? Uhr. 


2. Blutentnahme: 11°° Uhr. 6. Blutentnahme: 2° Uhr. 
3. > 129 >» 7, » 35° > 
4. , 12% > 8. > 435 
5. > 19° » 
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Nach der 3. Blutentnahme wurden ca. 21,0 g Fleisch erbrochen. 


Infolge Thrombenbildung ging bei der 7. und 8. Blutentnahme etwas 
Blut verloren. 





— 160° =o es ile ee ee ——— ae 









- 150%. 






a —+—_—— —_—— 


i 

' 
oo —o 4 
| 
| 











a = Serum, ~ 140" ns a) 
b = Plasma. ~ 1304 Beer Ses ——— Ne 
: 7 

on Zeit der «fA = a + —__—_——+4+-— wp nner 

Fitterung. 

=~ {70% 2 + + 1 

| 

- 100" —_ ee 5 

ada x 7 2 3 4 5 6 








Versuch 5. 
Der Hund hat am Tage vorher gehungert. 


1. Blutentnahme: 10*° Uhr. 
Fiitterung mit 1 Pfund frischem Fleisch um 10* Uhr. 


2. Blutentnahme: 11° Uhr. 6. Blutentnahme: 2%? Uhr. 
Ss. » 12° » y 2 > 3” >» 
4, > 12 >» 8. > 4” ; 
5 > 17” >» 9. > 5M > 




















a = Serum, | 
b = Plasma. 
X = Zeit der 

Fiitterung. 130" T } — | 
—1 204% > — aaa aie 

-110% ue om A 
_1 00% | i peeves an 
Stunden XK 7 2 3 4 § 6 Y a 

Versuch 6. 


Der Hund hat 1 Tag vor dem Versuch gehungert. 





1. Blutentnahme: 1 Uhr. 
Fiitterung mit 1 Pfund frischem 
Fleisch um 2°° Uhr. 
2. Blutentnahme: 3% >» 











3. > 415 > 
4. > 59° > 
5. » 62° > 





Serum, b = Plasma. 
x = Zeit der Fiitterung. 


~ 
I 





~100" 7 
Stunden X 7 2 3 é 
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Versuch 7. 
Der Hund hat 1 Tag vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 3°° Uhr. 
~160°, —— &—__-_ f+ — Fiitterung mit 1 Pfund frischem 
, Fleisch um 3* Uhr. 





-700°"\— 
2. Blutentnahme: 47° > 
al | 3 > 50 
-110°\ + + _— cn 4. > 545g 
—100" (ee sae (eee, | eee dD. » 6°99 >» 
Stunden K 7 2 3 ~ 6. " 715 

Das letzte Plasma ist hamolytisch. 
a = Serum, b = Plasma. X = Zeit der Fiitterung. 
Versuch 8. 


Der Hund hat am Tage vor dem Versuche gehungert. 





eee: Seay fy 1. Blutentnahme: 35> Uhr. 
Fiitterung mit 1 Pfund 
frischem Fleisch um 4° » 





| 

| 

i, 
no 








al eee meee | 2. Blutentnahme: 44° » 

Emel silhen }. 3. . — 

ee | an oe oe +. : 

| | 3. » 649 > 

“Sate x 12? OS ; alle 
a = Serum, b = Plasma. X = Zeit der Fiitterung. 


3) Welchen Einflub hat die Aufnahme von Starke, Rohr- 
cucker, Milchzucker, Traubenzucker oder Fruchtzucker auf das 
Drehungsvermégen des Plasmas resp. Serums? 

1. Versuche mit Starke. 

Wir haben zwei Versuche mit Starke ausgefiihrt und einen 
mit gekochten Kartoffeln. Da die Stirke in reiner Form den Ver- 
suchstieren nur schwer beizubringen war, vermischten wir die 
Starke mit Fleisch. Wie die Betrachtung der beiden Kurven 
ergibt, war ein Einflu$ auf das Drehungsvermégen nur bei Ver- 
such 2 bemerkbar. Dasselbe Resultat wie Versuch 1 gab die 
Verfiitterung von Kartoffeln. Dieses Ergebnis ist nicht tber- 
raschend. Das Polysaccharid, die Starke, wird im Darmkanal des 
Hundes ganz allmihlich abgebaut tiber zahlreiche Zwischenstufen 
bis zum Traubenzucker. Die von Moment zu Moment entste- 
henden geringen Mengen von Traubenzucker werden sofort resor- 























Uber das Drehungsvermégen des Blutplasmas von Hunden usw. LI 
biert und den Geweben zugefiihrt. Der stufenweise Abbau der 
kompliziert gebauten Nahrungsstoffe ist ein wichtiger Regulations- 
mechanismus zur Aufrechterhaltung der konstanten Zusammen- 
setzung des Blutes. Nur ausnahmsweise wird es zu einer Uber- 
schwemmung des Blutes mit den Bausteinen der Stiirke kommen. 


Versuch 1. 
Der Hund hat 2 Tage vor dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 11'® Uhr. 
50 g Starke werden in 140 g Fleisch eingehiillt verfiittert um 12%, Uhr. 


2. Blutentnahme: 11! Uhr. 5. Blutentnahme: 4'° Uhr. 
3. > 205 > 6. > 5 16 > 
4, > 313 > — > 620 > 
























-130° 
a 
-120° ieee ae Seer eee 
- 110° a nn aes! Ses 
-/100° 1 — eee i peated 
Stunden KX 7 2 3 4 5 6 7 
a = Serum, b = Plasma. xX = Zeit der Fiitterung. 


Versuch 2. 


Der Hund hatte an den 5 voraufgehenden Tagen gehungert, mit Ausnahme 
des dritten, an dem er 1 Pfund frisches Fleisch erhalten hatte. 


1. Blutentnahme: 10° Uhr. 
57 g Starke werden in 190 g Fleisch eingehiillt verfiittert um 11% Uhr. 


2. Blutentnahme: 12?° Uhr. 5. Blutentnahme: 3° Uhr. 
3. » 1% » 6. > 495 > 
4, > 908 > 








a = Serum, b = Plasma. 
=f IQr 


x = Zeit der Fiitterung. 











-{20% iia + + a © aeiaied 
‘ i } | i 
fa 4 ae | 
i 700°. a ee A! 
Stunden KX 7 2 3 4 5 


Versuch 3. 
Der Hund wiegt 8900 g. Er hat 2 Tage vor der Operation gehungert. 
Fitterung mit 440 g gekochter Kartoffeln ohne Zutat um 10° Uhr. 
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1. Blutentnahme: 10% Uhr. 6. Blutentnahme: 12%? Uhr. 

2. > 108 » 7. . 1253 

3. > 113 >» 8. > 933, 

4. > 11° >» 9. > 643 >» 

5) > 11° > 
~ 130°: ee ees = we 1 es SERN ee "7 
~120° en cee? Een Tome nea nee Seance 
- 110° + + + ———— ——- —— ——___—— ny aaa re Yo - 
1003 we a eee vee ae! sal | 
Stunden / 2 3 7 5 6 7 8 


x == Zeit der Fiitterung. 


2. Versuche mit Rohrzucker. 

Wir haben 2 Versuche mit Rohrzucker ausgefiihrt. Die 
Versuchstiere erhielten je 100 g Rohrzucker. Versuch 1 zeigt 
einen deutlichen Abfall der Linksdrehung. Bei Versuch 2 tritt 
dieselbe Erscheinung erst spiater ein. Vielleicht spielt hier der 
Umstand eine Rolle, daB das Tier vor dem Versuch 10 Tage 
gehungert hatte. Ein Teil des Abfalls der Drehung diirfte auch 
auf die Wasserzufuhr zuriickzufiihren sein. Jedenfalls lassen 
die Beobachtungen nicht auf einen Ubertritt von Rohrzucker 
oder von grdBeren Mengen seiner Komponenten schliefen. 

Versuch 1. 
Der Hund wiegt 5400 g. Der Hund hat 3 Tage vor dem Versuche gehungert. 


1. Blutentnahme: 8° Uhr. 


100 g Rohrzucker in 150 ccm Wasser gelést, werden dem Hunde per 
Schlundsonde um 9* Uhr zugefihrt. 




















2. Blutentnahme: 10 Uhr. 5. Blutentnahme: 1 Uhr. 
3. > 11% » 6. i 33) 
4, » 12" » 
Um 10* Uhr bricht der Hund einen Teil des Zuckers aus. 
140", — | : 
~1 30% a Seen _ 3 a => serum, 
} | 
120% , — ae a 
é' | x = Zeit der 
eae T a, or | aed Fiitterung. 
. ; _ —_—aae a _ a 
Stunden KX 7 2 J 4 Ny 6 
Versuch 2. 


Der Hund hatte 10 Tage lang gehungert und wiahrend dieser Zeit nur 
einmal (am 5. Tage) etwas Zucker und Stirke erhalten. 
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1. Blutentnahme: 10°° Uhr. 


100 g Rohrzucker in 150 ccm Wasser gelést, werden dem Hunde durch 
die Schlundsonde um 11* Uhr gegeben. 


2. Blutentnahme: 12°° Uhr. 5. Blutentnahme: 2*° Uhr. 
3. > = 3 6. > 400 
4, > x >» 

Das erste Plasma ging fiir die Bestimmung verloren. 


| 
- 1605——— 











a = Serum, b = Plasma. ~/ 





x = Zeit der Fitterung. 




















~100__. 
Stunten X 7 2 





3. Versuche mit Milchzucker. 

Beide Versuchstiere erhielten je 50 g Milchzucker. In 
beiden Fallen war ein charakteristischer Ausschlag nicht be- 
merkbar. Im ersten Versuch ist der Abfall der Linksdrehung 
ein relativ starker. Bei den beiden Disacchariden, Rohrzucker 
und Milchzucker, diirften die Verhialtnisse ahnlich liegen wie bei 
der Starke. Der Resorption und der Aufnahme in die Blutbahn 
geht eine Spaltung in die Komponenten voraus und dadurch 
wird wiederum einer Uberschwemmung des Blutes durch diese 
Stoffe vorgebeugt. 


Versuch 1. 
Der Hund wog 7850 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 10*! Uhr. 
50 g Milchzucker werden in 85 g Fleisch eingehiillt verfiittert um 11°° Uhr. 


2. Blutentnahme: 125° Uhr. 5. Blutentnahme: 24? Uhr. 
3. > 1‘* >» 6. > 357 >» 
4, > 148 » 7. > 598 “ 








a = Serum, +—-——__| 
b = Plasma. is 
X= i 
Zeit der saas | i | | _ 
Fiitterung. | 
-110% + _ { 

-100° ! a | i | setulae 





Stunden X& ff 2 3 6 5 6 
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Versuch 2, 


Der Hund wog 11250 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuch gehungert. 
1. Blutentnahme: 9°? Uhr. 
50 g Milchzucker werden in 73 g Fleisch eingehiillt um 10'* Uhr verfiittert. 


2. Blutentnahme: 10°? Uhr. 6. Blutentnahme: 2°! Uhr. 
3. > 11** » 7. * 395 y 
4. > 12°: » 8. . 498 
5. 1°! > 


























ail 4 Re 





| 


~—-——— + 


-f unten X& 7 2 3 - 5 6 


a == Serum, b = Plasma. * = Zeit der Fiitterung. 


4. Versuche mit Liavulose. 


Verfiittert wurden 50 g, resp. 53 g Livulose. In beiden 
Fallen zeigte sich ein deutliches Ansteigen der Linksdrehung, 
ein Hinweis dafiir, dab Liavulose als solche zur Resorption ge- 
langt ist und zwar in erheblichen Mengen. Auffallend ist im 
2. Versuch der nachtrigliche starke Abfall der Linksdrehung. 
Es ware verlockend, anzunehmen, dai eine Umwandlung der 
Lavulose in Traubenzucker stattgefunden hat. Selbstverstind- 
lich miissen diese Versuche erweitert werden. 


Versuch 1. 


Der Hund wiegt 10300 g. Er hat 2 Tage vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 9%° Uhr. 

50 g Lavulose werden in 75 g Fleisch eingehillt um 11°° Uhr verfiittert. 
2. Blutentnahme: 11°* Uhr. 6. Blutentnahme: 1°° Uhr. 
3. > 7 7. > 7 
4. > 125° » 8. > 404 y 
9) 


> 125 > 








50 
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a = Serum, 


























b = Plasma. 
; eS en ; 
x = Zeit der | 
Fiitterung. ~130",—— ! : 
1204 | | | 
~119° cent | 
Stuntea KX 7 2 J v 5 


Versuch 2. 
Der Hund wog nach der Blutentziehung 7850 g. Der Hund hat 3 Tage 
vor dem Versuche gehungert. 
1. Blutentnahme: 9°4 Uhr. 
53 g Lavulose werden in 82 g Fleisch eingehiillt um 9°° Uhr verfiittert. 


2. Blutentnahme: 104° Uhr. 6. Blutentnahme: 12°? Uhr. 
3. > 115 >» 7. > 15* , 
4, » 11° >» 8, > 30 y 
o. » 











a = Serum, 
b = Plasma. 


xX = Zeit der 
Fiitterung. 








J ] -— + — - : + — + 
p | | 7 
~100 4 es L —— 7 A . — 


Sunder X f 2 * 5 6 





5. Versuche mit Traubenzucker. 

Bei Versuch 1 erhielt das Versuchstier 50 g Trauben- 
zucker zusammen mit 126 g Fleisch und im Versuch 2 55 g 
Traubenzucker mit 87 g Fleisch. In beiden Fallen trat eine 
erhebliche Abnahme der Linksdrehung des Plasmas resp. Se- 
rums ein. Besonders deutlich zeigt dieses Verhalten der dritte 
Versuch, bei dem 135 g Traubenzucker ohne weitere Zugabe 
verfiittert worden sind. 

Versuch 1. 
Der Hund hat 3 Tage vorher gehungert. 


1. Blutentnahme: 11*° Uhr. 
50 g Traubenzucker werden in 126 g Fleisch eingepackt und in dieser 
Form um 1°° Uhr verfiittert. 


2. Blutentnahme: 2°? Uhr. Blutentnahme: 5°% Uhr. 


730 4, 


5. 
3. > 255 » 6. . aw , 
y 3 > 7 


4. > 49% » 
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~ 60" 
~ 150 <3 
we a = Serum, 
~146"\— b = Plasma. 
=) eee = ; 
| xX = Zeit der 
- 120% | Fiitterung. 
_ a + 
| j 
, a ee | 
Swnden® 7 2 3 é 3 6 / 


Versuch 2. 
Der Hund wiegt 11200 g. Er hatte 2 Tage vor der Operation gehungert. 
1. Blutentnahme: 11°° Uhr. 


55 g Traubenzucker werden in 87 g Fleisch eingepackt und in dieser 
Form verfiiltert um 12°° Uhr. 















































2. Blutentnahme: 124° Uhr. 5. Blutentnahme: 3° Uhr. 
3. 190 5 6. > 410, | 
t > 200 7. > 5 > | 
- 190" — 
"|. 
~170% z 
oe ‘ \ 
| 7 a = Serum, 
sian dl Mnmeiiae! aamceieines : b = Plasma. 
-140". seen i t + xX = Zeit der 
- 130° = | | Fiitterung. 
| 
| 
tt" | 
gp eo | 
~ 100" ? eae | | | —. | 
Stunden X& 7 2 3 é 5 6 | 


Versuch 3. 


Der Hund wiegt nach dem Versuch 9150 g. Er hat 2 Tage vor dem 
Versuch gehungert. 


1. Blutentnahme: 11°° Uhr. 6. Blutentnahme: 1°° Uhr. 

2. > 12°° > 7. > 209 >» 
3. 8, » 34 | 
4. 9. ? 6%9 > 











| x == Zeit der 
— Fiitterung. 

















Standen . 2 3 6 5 6 7 
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Fassen wir die Resultate der Versuchsreihen zusammen, 
dann ergibt sich, dafi sich im allgemeinen eine erheblichere 
Uberfiihrung von Kohlenhydraten vom Darm aus in das Blut 
nur dann feststellen lait, wenn man gréRere Mengen von Mo- 
nosacchariden direkt verfiittert. Diese bereits auf anderen 
\Wegen festgestellte Tatsache erdffnet ftir die Anwendbarkeit 
der optischen Methode auf diesem Gebiete doch mancherlei 
Perspektiven. Es wird von Interesse sein, zu verfolgen, von 
welehen Bedingungen die Assimilationsgrenze des Organismus 
fiir Kohlenhydrate abhiingt. Tritt die Ausscheidung von Zucker 
(alimentére Glukosurie) erst bei einem bestimmten Gehalt des 
Blutes an Traubenzucker auf, ist diese Grenze fiir verschie- 
dene Tiere konstant, oder spielt hier die verschiedene Durch- 
lassigkeit der Nierenepithelien eine Rolle? Ferner wird es 
von Interesse sein, den Einflufi der Zuckerausscheidung durch 
die Nieren auf das Drehungsvermégen des Plasmas resp. Se- 
rums zu verfolgen. Wir mochten auch noch darauf hinweisen, 
dafi es gewiB von Interesse wire, mehr als es bis jetzt iiblich 
war, das Plasma resp. Serum von Diabetikern direkt auf das 
DrehungsvermOgen zu untersuchen und den Erfolg von thera- 
peutischen Eingriffen festzustellen. Wir zweifeln nicht daran, 
daB hier ein weites Gebiet vorliegt, auf dem mit Hilfe der 
optischen Methode neue Anhaltspunkte zu neuen Fragestellungen 
gewonnen werden kinnen. Wir modchten noch ausdriicklich 
hervorheben, dai wir die optische Methode in diesen Fiillen 
in gewissem Sinne nur als «Sucher» betrachten. Selbstver- 
stiindlich muf den gemachten Beobachtungen dann eine genaue 
Analyse auf anderem Wege und mit anderen Hilfsmitteln folgen. 

4) Wie verhilt sich das Drehungsvermégen des Plasmas resp. 
Serums im Verlaufe einer lingeren Hungerpertode ? 

Als Kontrollversuch zu dieser Fragestellung verfolgten 
wir das Drehungsvermogen des Plasmas resp. Serums von 
Hunden, die jeden Abend eine gréfiere Menge Fleisch erhielten. 
Am Tage vor der Blutentnahme verabreichten wir kein Futter. 
Wir hatten néimlich beobachtet, dafi noch lingere Zeit nach 
der Fiitterung das Plasma Triibungen aufweist. Wie die beiden 
Kurven zeigen, zeigt das Drehungsvermigen des Plasmas resp. 
2 
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Serums an verschiedenen Tagen nicht die gleichen Werte, 
offenbar kam hier der Blutverlust zum Ausdruck. 


Versuch 1. 


Der Hund wiegt 6230 g nach der 
1. Blutentnahme. 

Er hat an allen Tagen vor dem 
Versuche gefressen. 

1. Blutentnahme am 13. VII. 

Gehungert am 13. VIL. 

Fleisch erhalten am 14. VII. 

2. Blutentnahme am 15. VII. morgens. 

Fleisch erhalten am 15. VII. abends. 

Das am 16. VII. entnommene Blut 
war milchig. 

Fleisch erhalten am 16. VII. abends. 


ni" 


Versuch 2 


Der Hund wiegt 9700 g. 

Er hat an allen Tagen vorher ge- 
fressen. 

1. Blutentnahme am 12. VII. 

Hat gehungert am 12. und 13. VII. 

Fleisch erhalten am 14. und 15. VIL. 

2. Blutentnahme am 16. VIL. morgens. 

Fleisch erhalten am 16. VIL. abends. 

Hat gehungert am 17. VII. 

53. Blutentnahme am 18. VII. vor- 
mittags. 

Fleisch erhalten am 18. VII. abends. 





Gehungert am 17. VIL. 
3. Blutentnahme am 18. VII. morgens. 
Fleisch erhalten am 18. VIL. abends. 
Gehungert am 19. VII. 
4. Blutentnahme am 20. VII. morgens. 
Fleisch erhalten am 20. und 21. VIL. 
abends. 
Gehungert am 22, VII. 
5. Blutentnahme am 23. VII. morgens. 
Fleisch erhalten am 23. VII. abends. 
Gehungert am 24. VII. 
6. Blutentnahme am 25. VII. morgens. 


a = Serum, 


b = Plasma. 


. 


Hat gehungert am 19. VIL. 
4. Blutentnahme am 20. VII. 
Fleisch erhalten am 20. und 21. VII. 
Hat gehungert am 22. VII. 
5. Blutentnahme am 23. VII. 
Fleisch erhalten am 23. VII. 
Hat gehungert am 24. VII. 
6. Blutentnahme am 25. VII. 
Fleisch erhalten am 25. VIL. 
Gehungert am 26. VIL. 

7. Blutentnahme am 27. VIL. 









Uber das Drehungsvermigen des Blutplasmas von Hunden 
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~2 90" 
- 100° 


a = Serum, b Plasma. 


Wahrend der Hungerperiode zeigten sich 
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Tage Tt Ft CTtt pee eo @ 6 


gleichfalls 


Schwankungen. Ein typisches Verhalten war nicht erkennbar. 


Versuch 1. 


Der Hund wiegt 7800 g. Das letzte Futter erhalt er am 24. IL, 


Er hungert dann vom 28. IL—9. IIL. inkl. 














1. Blutentnahme am 1. III. 4. Blutentnahme am 7. III. 
2. > > 3. Il. 5. » > 9 TIL 
3. » » 5. IIL. 
_ eo 
— a a 
on : 
\ | j 
-120°-——_+—— ——_—>—— ; - + —+>— , ne —4 
; | | sae | 
—11°|—__+-—___,— 17 | a i a 
~-1007_| | | | | || [a ae rs 
Mgpe fF fIié+ &€§ € Fe HRA RB SG 
a = Serum, b = Plasma. 
Versuch 2. 
Der Hund wiegt am 16. 1V. 7950 g. Er wird gefiittert bis zum 18. LV. inkl. 
Er hungert vom 19. IV.—6. V. inkl. 
1. Blutentnahme am 138. IV. 4. Blutentnahme am 27. IV. 
2. > » 21. IV. 5. » > 2 ¥, 
3. > >» 25. IV. 6. > 4. V. 
={i7*. asinaniaaniaieiaipiat ® 
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a = Serum, b = Plasma 
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Versuch 3. 


Der Hund wiegt 8340 g. Der Hund wird gefiittert bis zum 18. V. inkl. 
Er hungert vom 19. V.—7. VI. 
1. Blutentnahme am 18. V. 4, Blutentnahme am 2. VI 
23. V. D. 4, VI. 


26. V. 


4 3 6 


a == Serum, b =Plasma. 


5) Ist das Drehungsvermégen des Plasmas resp. Serums an 


verschiedenen Stellen des NKorpers gleich? 

Wir verglichen das DrehungsvermOgen des Plasmas resp. 
Serums von aus der Vena jugularis, der A. carotis und der Pfort- 
ader entnommenem Blute. Die Versuche sind unter verschie- 
denen Bedingungen durchgefiihrt worden. Wir untersuchten 
das Drehungsvermdgen des Plasmas resp. Serums von Hunden, 
die vor dem Versuch Nahrung aufgenommen hatten, andere 
hatten 1 Tag, 2 und mehrere Tage vorher gehungert. be- 
trachten wir zuniichst Versuch 1—9. 


21. V. 1910. Versuch 1. 


Der Hund hat an allen Tagen vorher gefressen. Am 21. V. wurde ihm 
wiederholt Blut entnommen. 
Vena jugularis Carotis Pfortader 
Serum: — 1,30° -- 1,32° — 1,56" 


Plasma: — 1,44” — 144° — 147° 


25. VII. 1910. Versuch 2. 


Normaler Hund, der 1 Tag zuvor gehungert hat. Er wog am 
23. VII.: 5350 g. 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: —1,60° — 1,52° — 1,66° 
Plasma: — 1.79° — 1,70° — 1,80° 
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27. Vl. 1910. Versuch 3. 
Normaler Hund, der 1 Tag zuvor gehungert hat. Er wog am 
25. VII.: 8300 g. 


Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: —41,39° — 134° — 1,72 
Plasma: — 1,54° — 1,40° — 1,91" 
18. III. 1910. Versuch 4. 
Der Hund hat 1 Tag vorher gehungert 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
b, | Serum: — 1,35° — 1,31° — 1,80° 
| ’ Plasma: — 1,42° — 1,43° — 1,87' 
: 13. IV. 1910. Versuch 5. 
20 Der Hund hat am Tage vorher gehungert, am 13. IV. war ihm schon 
4 wiederholt Blut entnommen worden. 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: — 1,62° — 1,56° — 1,92 ' 
Das Plasma war hamolytiscb. 
19. VII. 1910. Versuch 6. 


Der Hund hat am Tage vorher gehungert, am 19. VII. ist ihm schon 
wiederholt Blut entnommen worden. 


Halsvene Halsarterie Pfortade: 
Serum: — 1,27° — 130° — 1,29' 
Plasma: — 1,29° — 139° — 1,32° 

19. V. 1910. Versuch 7. 


Der Hund hat an den 3 voraufgehenden Tagen nichts zu fressen bekommen 
Am 19. V. wurde ihm wiederholt Blut entnommen 


V. jugularis Carotis Pfortader 
Serum: — 1.07' — ().99' — 1.06‘ 
Plasma: — — 1,09° — 1,25! 
22. VI. 1910. Versuch 8&. 


Der Hund hat 3 Tage vor dem Versuch gehungert, am 22. VI. wird ihm 
wiederholt Blut entnommen. 


j Halsvene Halsarterie Pfortade: 

a Serum: —1,15° — 1,19° — 1,27' 

. Plasma: — 1,19° — 1,2° — 1.34 
28. VIT. 1910. Versuch 9. 


Der Hund hat 2 Tage vorher gehungert. Am 28. VIL. wird mit ihm ein 
Fiitterungsversuch angestellt und ihm wiederholt Blut entnommen. 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: —1,28' — 1,28" — 1.54 
t 


Plasma: — 1,36‘ — 1,36° — 1,5 
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In allen Fallen zeigte auch hier das Plasma eine stirkere 
Linksdrehung als das Serum. Vergleicht man das Drehungs- 
vermOgen von Plasma und Serum, das aus der Vena jugularis, 
der A. carotis und der Pfortader entnommen worden ist, dann 
findet man bei allen Versuchen mehr oder weniger grofe Diffe- 
renzen. Sie sind fast durchweg gering und zum Teil innerhalb 
der Fehlergrenzen liegend beim Halsvenenblut und Carotisblut. 
In Versuch 1, 2, 6 und 7 verhalt sich das Pfortaderblut dem 
librigen untersuchten Blut auch sehr iihnlich, dagegen weist das 
Pfortaderblut in Versuch 3, 4 und 5 eine ganz auffallend viel 
hohere Linksdrehung auf, bei Versuch 8 und 9 ist dieser Unter- 
schied nicht so erheblich. Wir begegnen dem erwiihnten Unter- 
schied noch einmal sehr deutlich in den Versuchen 10 und 11, 
die an Tieren ausgefiihrt worden sind, die langere Zeit gehungert 
hatten und denen wahrend der Hungerperiode mehrmals Blut 
entzogen worden war. 


6. V. 1910. Versuch 10. 
Das Versuchstier hungerte vom 19. 1V.—6. V. Das Koérpergewicht betrug 
am 6, V. 5250 g (Anfangsgewicht 7950 g). 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: — 1,16° — 1,32° — 1,50° 
Plasma: 143° — 1,36° — 1,56° 


7. VI. 1910. Versuch 11. 
Das Versuchstier hat vom 19, V.—7. VI. inkl. gehungert. Es wiegt am 
7. VI. 6300 g (Anfangsgewicht 8340 g). 
Halsvene Halsarterie Pfortader 
Serum: —1,15° — 1,15° — 1,44° 
Plasma: — 1,23° — 1,22° — 1,50° 


Dieses eigenartige Verhalten des Pfortaderblutes ist ohne 
Zweifel von Interesse und verdient weiter verfolgt zu werden. 
Bemerkt sei auch noch, dai die Abnahme der Linksdrehung 
beim Ubergang von Plasma in Serum vielleicht unter geeigneten 
Versuchsbedingungen die Moéglichkeit bietet, den Gerinnungs- 
vorgang zu verfolgen. 
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XI. Mitteilung. 
Parenterale Zufuhr von Kohlenhydraten. 
Von 
Emil Abderhalden und Georg Kapf berger. 


Mit 10 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, August 1910.) 


In einer friiheren Mitteilung') war gezeigt worden, dab 
das Plasma resp. das Serum von Hunden Rohrzucker spaltet, 
wenn diesen dieses Disaccharid unter Umgehung des Darm- 
kanals einverleibt worden ist. Blutplasma resp. Serum von 
normalen Hunden spaltet Rohrzucker nicht. Diese Versuche 
waren unternommen worden, nachdem durch eine grobe Reihe 
von Versuchen im hiesigen Institute festgestellt worden war, 
daB nach parenteraler Zufuhr von Eiweifstoffen und Peptonen 
das Plasma resp. Serum die vorher nicht vorhandene Eigen- 
schaft gewinnt, Proteine und Peptone zu spalten. Es _ hatte 
sich hierbei herausgestellt, dali keine spezifische Reaktion vorlag. 
Nach subeutaner Zufuhr von Eiereiwei z. B. spaltete das Plasma 
resp. Serum nicht nur Eiereiweif und Pepton aus solchem, 
sondern auch andere Proteine und deren Peptone. Diese Be- 
obachtung gab Veranlassung zur Feststellung, ob unter den 
genannten Versuchsbedingungen, d. h. nach Zufuhr von Eiweil 
resp. Peptonen auch Substanzen vom Plasma resp. Serum ver- 
iindert werden, die nicht der Gruppe der Proteine angehoren. 
Es zeigte sich, daB auf Proteine und Peptone eingestelltes 
Plasma resp. Serum sich gegeniiber Kohlenhydraten und Fetten 


') Emil Abderhalden und Car] Brahm, VIII. Mitteil., Diese Zeit- 
schrift, Bd. LXIV, S. 429, 1910. 
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ganz inaktiv verhilt. Nach Einspritzung von EiweifSstoffen 
und Peptonen waren somit im Blutplasma Stoffe aufgetreten. 
die zwar nicht fiir bestimmte Proteine und Peptone charak- 
teristisch waren, wohl aber fiir die Gruppe der Proteine. 

Nachdem bewiesen worden war, dai nach parenteraler 
Zufuhr von Eiweifstoffen das Blutplasma Stoffe enthiilt, die 
auf Proteine resp. Peptone eingestellt sind, ergab sich von 
selbst die Fragestellung, ob es mit anderen Stoffen ebenfalls ge- 
lingt, im Blutplasma Eigenschaften nachzuweisen, die vor der 
Zufuhr der betreffenden Kérper nicht nachweisbar waren und 
die fiir die betreffende Gruppe von Stoffen typisch sind. So wurde 
Fett (tierisches Fett, Pflanzenfett) subcutan gespritzt, nachdem 
vorher festgestellt worden war, dai das Plasma resp. Serum 
Kiweibstotfe, Peptone, Stiirke, Rohrzucker und Milchzucker nicht 
spaltete. Nach erfolgter Injektion des Fettes, das wir mdglichst 
korperfremd wihlten, lieB sich keine neue Eigenschaft des 
Plasmas nachweisen. Die eventuelle Spaltung des Fettes wurde 
durch Titration verfolgt. unter gleichzeitiger Kontrolle mit Plasma 
resp. Serum eines normalen Tieres. Es ist somit nicht gegliickt, 
nach parenteraler Fettzufuhr dem Plasma Eigenschaften zu 
verleihen, die vorher nicht vorhanden waren. 

Wie schon erwiihnt, sind dann die Versuche auf die 
Gruppe der Kohlenhydrate ausgedehnt worden. Die Fragestellung 
war hier eine doppelte. Erstens war zu entscheiden, ob nach 
parenteraler Zufuhr von Kohlenhydraten Proteine resp. Peptone 
vom Plasma resp. Serum des Versuchstieres angegriffen werden. 
Ks sei gleich erwihnt, daB das nie der Fall war. Zweitens 
war festzustellen, ob Kohlenhydrate gespalten werden, und 
endlich war zu priifen, ob die Art des zugefiihrten Kohlenhydrats 
von Einfluf ist. SehlieSlich war dann noch festzustellen, ob 
nach Einspritzung eines bestimmten Kohlenhydrats z. B. von 
Rohrzucker ein Ferment im Blutplasma auftritt, das nur diesen 
einen Zucker abbaut oder aber, ob die Verhiltnisse hier analog 
liegen wie bei den Proteinen. 

Nachdem all diese Versuche, dem erwihnten Gedanken- 
gange folgend, in Angriff genommen und zum allergriften Teil 
durchgefiihrt waren, kam uns eine Arbeit von Ernst Wein- 
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jand?) zur Kenntnis, in der nachgewiesen wird, dal} nach 
subcutaner Injektion von Rohrzucker das Serum Rohrzucker 
spaltet. Die Inversion wurde durch den Nachweis der Spalt- 
produkte mit Hilfe der Trommerschen Probe und durch die 
Darstellung des Osazons gefiihrt. Weinland gebiihrt somit 
unzweifelhaft das Verdienst, der erste gewesen zu 
sein, der nach Injektion von Rohrzucker ein diesen 
spaltendes Ferment im Blutplasma nachweisen konnte. 
Weinland hat auch Inulin gespritzt. Das Resultat war ein 
negatives. Das Plasma vermochte Inulin nicht zu spalten. Auch 
uns ist es bis jetzt nicht gegliickt, nach subcutaner Zufuhr 
von Inulin ein dieses Polysaccharid spaltendes Ferment im 
Plasma nachzuweisen. 

Unsere Untersuchungen nahmen folgende Fragestellungen 
in Angriff: 

1. Unter welchen Bedingungen tritt nach Injektion von Rohr- 
2ucher am sichersten das dieses Disaccharid spaltende lerment auf? 

Hierzu ist zu hemerken, daf bei friiheren Versuchen der 
Erfolg der Rohrzuckerinjektion ein wechselnder war. Bald lief 
sich eine Spaltung nachweisen, bald verlief der Versuch negativ. 
Unsere Erfahrungen zeigten, dafi der Erfolg der Injektion dann 
ein besserer wird, wenn man die Menge des Rohrzuckers ein- 
schriinkt. Wir injizierten subcutan 10 ccm einer 5- bis hOchstens 
10°/oigen Losung. Bei intravendser Injektion fiihrten wir 2 cem 
der 5—10°/oigen LOsung ein. In keinem einzigen Falle war das 
Resultat ein negatives, dagegen beobachteten wir insofern 
individuelle Unterschiede, als beim einen Tier der zugesetzte 
Rohrzucker vom Plasma resp. Serum rascher gespalten wurde 
als in anderen Fallen. 

2. Spaltet das Plasma resp. Serum nach Injektion von Rohr- 
zucker nur Rohrzucker oder werden auch andere Kohlenhyd/rate 
abycbaut resp. verdndert? 

Wir lieben das Piasma resp. Serum von Rohrzucker- 
hunden auf Milchzucker und auf Raffinose einwirken. Das 
letztere Kohlenhydrat wurde nicht gespalten, wohl aber wurde 


1) Ernst Weinland, Uber das Auftreten von Invertin im Blut. 
Zeitschr. f. Biologie, Bd. XLVII, S. 279, 1905. 
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der Milchzucker verindert. Diese Beobachtung war konstant. 
Plasma und Serum, das Rohrzucker spaltete, griff 
auch Milchzucker an. Auffallenderweise nahm unter der 
Kinwirkung des Plasmas resp. Serums das urspriingliche Drehungs- 
vermOgen ab. Manchmal trat zunichst eine staérkere Drehung 
nach rechts ein, dann folgte ein Abfall nach links. Weitere 
Untersuchungen mtssen ergeben, in welcher Weise der Milch- 
zucker verdindert wird. Bemerkt sei noch, dai das Drehungs- 
vermogen zwar konstant sich anderte, jedoch war der Grad 
der Anderung in den einzelnen Fiillen ein recht verschiedener. 

o. Wie verhilt sich das Blutplasma resp. Serum von Hunden 
nach subeutaner Zufuhr von Milchzucker gegeniiber diesem Disac- 
charvid, yeyentiber Rohrzucker und gegen Raffinose? 

Wir injizierten 10 ccm einer 5°/oigen Milchzuckerlosung. 
Das Resultat war stets dasselbe. Das Blutplasma resp. Serum 
veriinderte Milchzucker und spaltete Rohrzucker. Raffinose 
blieb unverindert. Erwihnt sei, dafi im hiesigen Institute Ver- 
suche mit weiteren Kohlenhydraten und speziell auch mit Glyko- 
siden zum Teil bereits durchgefiihrt, zum Teil in Angriff ge- 
nommen sind. Daf nach Injektion von ldslicher Stiérke ein 


Rohrzucker spaltendes Ferment auftritt, ist schon in der ersten 
Mitteilung (1. ec.) erwéhnt. 

f. Wie rasch nach erfolgter Injektion lift sich die Spaltung 
von Rohrzucker resp. Milchzucker durch das Plasma resp. Serum 


nachweisen? 

Zu diesem Zwecke spritzten wir einem Hunde 10 ccm einer 
5°/oigen Rohrzucker- resp. Milchzuckerlésung subcutan ein, nach- 
dem, wie iibrigens in allen Fiillen, das Verhalten des Plasmas 
resp. Serums gegentiber den genannten Disacchariden vor der In- 
jektion festgestellt worden war. Nun entnahmen wir von Zeit zu 
Zeit Blut und stellten fest, bei welchem Zeitpunkt eine Spaltung 
nachweisbar war. Es ergab sich, daf{ nach 7—8 Stunden zum 
ersten Male eine deutliche Hydrolyse auftrat. Nach Milchzucker- 
injektion trat die Reaktion noch etwas friiher auf. Wurde dagegen 
der Rohrzucker intravenids gegeben, so lief sich schon nach einer 
Viertelstunde eine spaltende Wirkung des Plasmas resp. Serums 


nachwelsen. 
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5. Wie lange nich erfolgter Einspritzuny von Milch- resp. 
Rohrzucker lift sich das Spaltungsrermégen des Plasmas resy. 
Serums gegentiber diesen Disacchariden nachweisen? 

Nach einmaliger Injektion war noch nach 14 Tagen eine 
deutliche Spaltung erkennbar. Wurde die Injektion wiederholt, 
nachdem das Plasma sein Spaltungsvermégen fast eingebiift 
hatte, dann lief sich wiederum itiber 14 Tage hinaus das Spalt- 
vermogen feststellen. bei friiheren Versuchen war die Injektion 
des Rohrzuckers mehrmals rasch nacheinander wiederholt 
worden. Es zeigte sich, daf dann das Spaltungsvermégen bald 
verschwindet. 

O. Lat sich die Binwirkung auf Rohr- und Milchzucher durch 
Jas Plasma resp. Serum vorbchandelter Tiere auch auf anderem 
Weye als mit Hilfe dev Polarisation feststellen? 

Weinland hat bereits, wie schon erwihnt, die Rohr- 
zuckerspaltung mit Hilfe der Trommerschen Probe und durch 
Darstellung des Osazons festgestellt. Wir kiénnen seine An- 
gaben durchaus bestiatigen. Wiahrend Plasma von normalen 
Tieren Rohrzucker unveridndert lieb und ebenso Milchzucker 
nicht angriff, konnten wir nach Zusatz von Rohrzucker zu 
Plasma vorbehandelter Tiere die eingetretene Spaltung in die 
Komponenten durch Titration mit Fehlingscher Losung nach 
vorheriger Enteiweibung quantitativ nachweisen. 

Ein weiterer Weg, den Weinland auch schon einge- 
<chlagen hatte, war die Verfolgung der Rohrzuckerausscheidung 
im Harn nach erfolgter Injektion von solchem. Wir gingen so 
vor, daf wir einem Hunde jeden Tag die gleiche Menge (20 ecm 
einer 5°/oigen LOsung) Rohrzucker einspritzten, den Urin in 
3stiindigen Perioden sammelten und sein Drehungsvermégen 
feststellten. Es ergab sich, dai nach der erstmaligen Injektion 
der Harn betriachtlich nach rechts drehte. Nach 11—12 Stunden 
drehte der Urin etwas nach links, am 2. Tag war das Ver- 
halten ein ahnliches, am 3. und +4. Tage war bereits nach 
9 Stunden eine Linksdrehung vorhanden. Bei den weiteren 
Versuchen sammelten wir den Tagesharn und bestimmten sein 
Drehungsvermégen. Auch hierbei zeigte sich deutlich. dafi im 
Harn nicht die ganze Menge des zugefitihrten Rohrzuckers wieder 
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erschien. Ob der Harn selbst spaltende Wirkung besal, haben 
wir nicht festgestellt. Diese Liicke wird spater ausgefiillt. 

7. Lift sich das spaltende Prinzip aus dem Plasma res). 
Serum durch Dialyse gewinnen? 

Zur Entscheidung dieser Frage dialysierten wir Serum 
von Tieren, die mit Rohrzucker bezw. Milchzucker vorbehandelt 
waren, gegen destilliertes Wasser. Das Dialysat liefen wir 
dann auf Rohrzucker resp. Milchzucker einwirken. Auch hierbei 
ergab sich Einwirkung auf beide Disaccharide. 

S. Wie verhilt sich das Plasma resp. Serum vorbehandelter 
Tiere beim 3 /astiindigen Erwirmen auf 60° und ferner ber mehr- 
tigiyem Stehen bei ca, 4°? 

Nach 3tiigigem Stehen bei 4° war das Spaltvermogen etwas 
herabgesetzt. Bei Erwiirmen auf 60° trat Inaktivierung ein. 


9. Zeigt dus Serum vorbehandelter Tiere gleiches Verhalten 


wie das entsprechende Plusma? 
Parallelversuche ergaben, dai beide wirksam sind. In 
quantitativer Hinsicht zeigte sich ab und zu ein unbedeutender 


Unterschied. 

10, Woher stummt das im Plasma nach Injektion von Rohr- 
resp. Milchzucher auftretende Ferment? 

Wir haben bis jetzt nur die Frage in Angriff genommen, 
ob das Blut als solches von sich aus Stoffe liefern kann, die 
die genannten Disaccharide abbauen. Die Zahl der Moglich- 
keiten ist eine sehr grofie. Man kann an die Neubildung von 
Fermenten denken oder an die Abgabe von solchen (Secretion 
von den Formelementen des Blutes). Ferner wire auch an 
ein Zuriicktreten der Wirkung von sogenannten Antifermenten 
im Blute zu denken. Wir haben bis jetzt folgenden Versuch 
in dieser Richtung angestellt. Wir gaben zu normalem Blut 
vom Hunde eine isotonische Rohrzuckerlésung und lieben dann 
das Gemisch mehrere Stunden (bis 16 Stunden) stehen. Dann 
wurde zentrifugiert und das Verhalten des Serums gegen Rohr- 
zucker gepriift. Eine Spaltung war nicht nachweisbar. Wir 
betrachten diese Versuche als nur vorliiufige. Sie mutssen 
wiederholt und erweitert werden. 
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Fassen wir alles zusammen, dann ergibt sich als wesentliches 
neues Resultat, dab nach Injektion (subcutaner und intravendser) 
yon Rohrzucker im Plasma von Hunden ein Ferment auftritt, 
das nicht nur Rohrzucker spaltet, sondern auch Milechzucker 
angreift; spritzt man Milchzucker, so verandert das Plasma 
einmal dieses Disaccharid und ferner auch Rohrzucker. Es 
wird nun festzustellen sein, wie andere Kohlenhydrate sich ver- 
halten, und vor allen Dingen wird man priifen miissen, ob andere 
Tierarten und speziell auch der Mensch ein analoges Verhalten 
zeigen oder, ob sich Unterschiede ergeben. Verlockend ist vor 
allen Dingen die Gegeniiberstellung von Carnivoren und Herbi- 
voren. Von allergrofitem Interesse wird ferner die Verfolgung 
der Frage sein, ob unter pathologischen Verhiiltnissen sich 
ein anderes Verhalten zeigt. Es ist wohl denkbar, dai durch 
eine Ausdehnung dieser Versuche auf die Pathologie sich am 
raschesten die Frage nach der Herkunft der Fermente ent- 
scheiden léBt. Vielleicht gewinnt die ganze Reaktion diagno- 
stische Bedeutung. Wir denken hierbei vor allen Dingen an 
StOrungen des Kohlenhydratstoffwechsels, an Erkrankungen der 
Pankreasdriise und der Leber. 

Bei den ersten Beobachtungen tber das Auttreten von 
eiweibspaltenden Fermenten im blutplasma nach vorheriger 
Injektion von Eiweifstoffen und Peptonen haben wir uns sehr 
vorsichtig tiber das ganze Phiinomen ausgedriickt. Es liefen 
sich zwar die ganzen Beobachtungen am besten in Einklang 
bringen mit der Annahme, dali im Blutplasma Fermente auf- 
treten, die entweder vorher nicht vorhanden waren oder aber 
aus irgend einem Grunde ihre Wirkung nicht entfalten konnten. 
Wir konnten auch direkt die Spaltung von zugesetztem Eiweib 
durch Plasma von mit Eiweifi vorbehandelten Hunden durch 
Dialysierversuche nachweisen. Nachdem nun durch die obigen 
Versuche und die friiheren Beobachtungen von Weinland in 
einwandfreier Weise fiir bestimmte Kohlenhydrate das Auftreten 
von Fermenten im Plasma nachgewiesen ist, bestehen nun 
kaum Bedenken, anzunehmen, dal die beobachteten Reaktionen 
nach Einspritzung von Eiweif resp. Peptonen auf Fermente oder 
diesen jedenfalls sehr verwandte Stoffe zuriickzufiihren sind. 
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Experimenteller Teil. 


Versuche zu Fragestellung 1 und 5. 
Versuch I. 


Hund I wird Blut entnommen (5 Uhr) und defibriniert (3 Tage nach der 
1. subcutanen Injektion von 10 ccm 10°/oiger Rohrzuckerlésung), das Blut 
wird zentrifugiert (Serum Id) und mit dem gewonnenen Serum folgender 
Versuch angestellt. 
ROhrchen mit 8 ccm Inhalt. Kontrolle. 


ccm Serum Id, 0,5 ccm 10°/0ige 4 : 
; _— ti —— 1,0 ccm Serum Id, 7,0 ccm physio- 
Rohrzuckerlésung, 6,5 ccm physio- a : 

: y logische Kochsalzlésung. 
logische Kochsalzlésung. 














Zeit der | Stunden Ab- Zeit der | Stunden Ab- 
nachdem gelesene nachdem gelesene 
Ablesung _Kinfiillen) Drehung Ablesung ‘Einfiillen|) Drehung 








6°" abends — ae 6° abends | — | — 0,32° 
6°" > la | 4- 0,07 ° G* wa ‘2 | aiid 0,32° 


| 


9'° morgens| 15'/e | — 0,07° 939 morgens 15'/2 | — 032° 


Versuch 2. 


Hund I wird Blut entnommen (10 Uhr) (1 Tag nach der 2. subcutanen 
[njektion von 10 ccm 10°/oiger Rohrzuckerlésung), das Blut wird zentri- 
fugiert und mit dem gewonnenen Serum (Serum If) folgender Versuch 
angesetzt. 
Roéhrehen mit 8 ccm Inhalt. Kontrolle. 
0,59 ccm Serum 1f, 0,5 cem 10°/oige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ecm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


{1 ccm Serum If, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 





Zeit der | Abgelesene Zeit der | Abgelesene 
| | 
Ablesung |  Drehung Ablesung |  Drehung 

















13. Mai 12 + 0,22 ° 1215 — 0,31° 
40 +. 0,20° 490 | —031° 

700 +-0,20° 70) —0,31° 

101 +-0,13° 1015 /  —0,81° 

1115 +. 0,08 ° 1115 | —0,31° 

430 +. 0,04° 430 | —0,31° 

» 119° | —0,02° 1130 | —0,81° 

» 11° | —0,20° 11° — 0,31° 


Anmerkung: Die Anfangsdrehung ist bei den einzelnen Versuchen 


nicht gleich, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, dah die erste Ablesung 
nicht immer sofort erfolgte. 
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Versuch 3. 
Hund III, Blut entnommen (11 Tage nach der 2. subcutanen I[njektion). 


Réhrchen mit 8 ccm Inhalt. Kontrolle. 


0.8 ccm Serum, 0,5 ccm 5° vige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 


logische Kochsalzliésung. 




















Zeit der Ab- | Stunden — Ab- Zeit der Ab- |  Abgelesene 
nachdem gelesene | = 

lesung =| Kinfiillen Drehung lesung Drehung 
28. Juni 11°; — | +005 11% —0,17 
12°; 1 0.00 12° | — 0,17 
10 5 0,00 4% — 017 
639) 74s — 0,03 630 me 99 
29. » 11%) 243/, triibe 43“ Q.17 
4.09 | 24 =» 0.06 400 | — 0,17 
30, > 11%) 48! | —0,07 11" O17 
50| 54 — 0,08 500 — 0,17 
t. Juli 9%! 7 — 0,08 go | 0,17 
445) 76% | —0,09 440 ~<a? 
2s 9) 93%, | — O11 gas | —0,17 


Versuch 4. 
Hund III, Blut entnommen 11*° (11 Tage nach der 1, Injektion). 


<Ghrchen mit 8 cem Inhalt. 
0.5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°/sige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 




















Zeit der Ab- | Stunden —Ab- 
nachdem gelesene 
lesung —_Kinfiillen Drehung 





13. Juni 6%, — | +0,03 

14, » 930) 151), +. 0,03 
4°; 22 triibe 

15. > 380) 454, 
6°°; 48 : 

1h. > 1239 66 1/3 — 002 
539) 71 lg — 0,02 


17. » 109° &8 — 0.03 





Kontrolle. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 


logische Kochsalzlosung 

















Zeit der Ab- Stunden Ab- 
nachdem gelesene 





lesung —_—Kinfiillen Drehung 
620 — ane {OG 
so 15'/2 — (0,16 
4% 22 — 0,16 
330 45'/3 — 0,16 
G00 48 — 0,16 
1230 661% — 0,16 
a 71* — 0,16 
10 RS — 016 





ne 


Versuch 5. 
Hund Ill, Blut entnommen 8 Uhr (14 Tage nach der 1. Injektion),. 


ROhrchen mit & eem Inhalt. 
0.5 com Serum, 0,5 ccm 5° /oige 
Rohrzuckerlosung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 





Zeit der Ap- Stunden Ab- 
nachdem gelesene 





Emil Abderhalden und Georg Kapfberger. 


Kontrolle. 





0,9 cem Serum, 7,5 ccm physio- 


logische Kochsalzlisung. 





Zeit der Ab- | Stunden Ab- 
nachdem  gelesene 





lesung Kinfiillen| Drehung 
530 whe — 0.16 
199° 16'/2 — 0.16 
12 18'/s — (2.16 
415 | 223’, — 0,16 
§30 | D5 | = (0.16 
10°? | LO 4g | — 0.16 
{20 44 — 0.16 


Versuch 6. 


esuny Einfiillen Drehung 
I6. Juni 5%? — + 0,03 
17 {°° 1612 + 0,02 
12 [s' 2 0.00 
qt 223/, — 001 
6 95 —= () 2 
. 10 t{) 4/9 — 0,03 
I 44 — 0,08 . 

Hlund I, 


ROhrehen mit & cem Inhalt. 
0.5 cem Serum, 0,5 ccm 10°/oige 
Rohrzuckerlosung, 7,0cecm physio- 

logische Kochsalzlésung. 





Stunden Ab- 





Zeit der Ab- 
nachdem) gelesene 
lesung —_—_ Kinfiillen Drehung 
24.Mai 12°° -- + (),37 
30 Be | +032 
5 o's +031 
6 61/4 + 0,31 
25 115} 234 | +0,30 
¥09; 28 | + 0,23 
5 Ta 29'14 a (),22 
7°°| Sits + 0,19 
26 te t7 +- 0,05 
a 48114 + 0,04 
90S Ol am O01 
joo; §=652 — 0,02 
FS AS'"¢ —- () 03 
{ D4? /¢ — 0.04 


Kontrolle. 


Blut entnommen 10 Uhr (11 Tage nach der 2. Einspritzung) 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 





A b- 











Zeit der Ab- Stunden 

nachdem) gelesene 

lesung Einfiillen) Drehung 
12° — |; —0,16 
330 3'/2 | —O0,16 
51 jt, | — O16 
G19 614 | —016 
a 23'/4 — 0,16 
4.00 28 | —0O,16 
5! 291, | —0,16 
7° «=| Bite | —0,16 
11% =| 47% | —0,16 
12" | 481, | —0,16 
300 | 51 0,16 
$00 52 — 0,16 
5*° | D3 '/2 — 0,16 
645 41/4 — 0,16 
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Versuch 7. 


Hund II, Blut entnommen (15 Tage nach der 1. Injektion). 


Rohrchen mit 8 ccm Inhalt. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°/vige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 


Stunden) Ab- 
nachdem gelesene 
Ablesung _Einfiillen’ Drehung 


Zeit der 





17. Juni 6°) — | +003 
18. >» 10°} 15% | —001 
120! 49 | —001 
20, >» 10 662 | —0,0! 
21. » 119° 88'/2 | —0,03 
4°) 94 | —005 


Kontrolle. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


—<—$_$_—$—_£_——_—_—_—_—_—_—_—_—— | 
. is | . 
sh ie | Stunden Ab 
inachdem gelesene 


Ablesung Kinfiillen’ Drehung 





ee | 6 | — 0,16 
10” | 15'/s | — 0,16 
i” | 19 | — 0,16 
i> | 66s | —0,16 
11° | 88's | —016 
450 | 94 | —(016 


Versuch 8. 


Hund VI, Blut entnommen, 4 Uhr (3'/4 Stunden nach der intravendsen 
Injektion von 2 ccm 10°%/oiger Rohrzuckerlésung). 


Roéhrchen mit 8 ccm Inhalt. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°/oige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 








‘Stunden! Ab- 
nachdem  gelesene 
Ablesung _Einfiillen| Drehung 


Zeit der 





22. Juni al - | 4-0,07 
23, » 12%) 19 | —001 

5) 95 | —0,03 
a, » ol a0 | —0,04 

500 471, | —0,05 
25. » 95°/ 64 | —007 
26. » 10) 89% | —008 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXIX. 


Kontrolle. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlisung. 





| Stunden Ab- 
nachdem gelesene 
Ablesung _Finfiillen Drehung 


Zeit der 





530 | — | —0,18 
128° } 19 | — 0,18 
50 =| ot) | 018 
930 | 40 | —(018 
529 | 47%, | —0,18 
9 | 64 | — 0,12 
10+ | 89. | —0,18 
3 
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Versuch 9. 

Hund II, Blut entnommen 10°° (1 Tag nach der 2. subcutanen Injektion), 
zentrifugiert. 








Kontrolle. 
Serum 0,5 ccm, 7,5 ccm physio- 


logische Kochsalzlésung. 


Roéhrchen mit 8 cem Inhalt. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 10°/oige 


Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm NaCl. 
(ROR ON TTT ETS oT TSC A TC TT TT 

















Zeit der Ab- Stunden) Ab- Zeit der Ab- |Stunden| —Ab- 
nachdem gelesene nachdem]| gelesene 
lesung Einfiillen Drehung lesung —__Einfiillen| Drehung 
19.Mai 4%; — | +0,25 his - — 0,15 
6°} 1% | +0,25 69° 134 | —0,15 
20. » 10°! 17. | +0,23 101 17 — 0,15 
129°; 188/ -+- 0,22 120° 18°/s — 0,15 
51 | 25 +. 0,22 515 25 — 0,15 
790| 263, | +0,22 790 2634 | —0,15 
21. > 9] 44%, | 40,21 gas 41% | —0,15 
12°) 433, | +0,21 129 433, | —0,15 
23. » 10°] 89%. | O14 10° 8984 | —0,15 
399} 95'/, | +014 330 95'/, | —O,15 

Versuch 10. 
Hund II, Blut entnommen (2 Tage nach der 2. subcutanen Injektion). 
Roéhrchen mit 8 cem Inhalt. Kontrolle. 





0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 10°%/oige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 
———————— 




















Zeit der Ap- | Stunden Ab- Zeit der Ab- | Stunden) —Ab- 
inachdem, gelesene inachdem| gelesene 

lesung Einfiillen’ Drehung lesung Einfillen Drehung 
20.Mai 7°) = — | + 0,15 790 ne — 0,18 
21. > 9) 145%. | +014 gss 145, | —0,18 
12°) 17 Gave 1200 17 — 0,18 

23. » 10°] 63 +. 0,02 10% 63 — 0,18 
339} 68's | 4 00s 330 68'/, | —0,18 

530 | 70s | £001 530 70's | —0,18 

24. > 11%) 88% | —0,02 11% 881. | —0,18 
25. » 1115] 112% | —007 11% 1121, | —0,18 
26. » 11%| 1364. | —0,09 11% 1361. | —0,18 
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Versuch 11. 


Hund III, Blut entnommen 8*° (2 Tage nach der 1. Injektion). 


Roéhrchen mit 8 ccm Inhalt. 
0.5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°/oige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 
Fe _________ 
Sam | 
Zeit der Ab- | Stunden | Ab- 
inachdem) gelesene 
lesung —_|Kinfiillen’ Drehung 





t. Juni 11°} — | +0,03 
12%! 4 + 0,03 
5. > 12) 25 +-0,01 
6. » 98°) 461) — 0,01 
4°* | 53 —~ 0.02 
7° | 356 — 0,04 
7. » 10°] 71 — 0,05 
400) 77 — 0,05 











Kontrolle. 
0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlisung. 


ee 
Zeit der Ab- Stunden} Ab- 

nachdem gelesene 

lesung Einfiillen| Drehung 





110° | a ee 
120 | 1 — 016 
12° | 25 | —0.16 
go =| 4642 | 0,16 
go =| 53 | — 0,16 
700 | 56 | — 0,16 
10 =| 71 | — 0,16 
4,00 | 77 | —0,16 


Versuch 12. 


Hund III, Blut entnommen 11° (8 Tage nach der 1. Injektion). 


Roéhrchen mit 8 ccm Inhalt. 
0.5 cem Serum, 0,5 ccm 5°/oige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 











Zeit der Ab- | Stunden | Ab- 
nachdem) gelesene 
lesung —_|infiillen, Drehung 
10. Juni 700 | — +. 0,07 
11, > 99/14 | +0,03 
11°} 16 | +0,01 

13. » 10°] 63 — 6,20 
12°°| 65'/s — 0,20 

490} 69 — 0,21 

659) 71'/s — 0,21 

14. >» 989} 862 | —0O,21 








Kontrolle. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlisung. 





Zeit der Ab- | Stunden _ Ab- 
inachdem  gelesene 
lesung |Einfiillen| Drehung 





799 — | —0,16 
gso 141/, | —0,16 
119 16 — 0,16 
10% 63 — 0,16 
1299 65's | —0,16 
400 69 — 0,16 
63 71's | —0,16 
gio 86's | —0,16 








3* 
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Versuch 13. 


Hund III, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen 7 Tage nach 
der 1. Injektion. 
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ol . nb + : } te + + i 4 
002 | ~~ * -——+ ——-+ —- a a See —_4——+—_ + 4 4 
aw ++ ++} —+}—+—+ + — wat : 
= 002 ; +--+ + ~ --- &——_-+-—— > - —- o- + + + of 
- 00s . + - + . + + + - + —-¢ —————— —_+—_— a ae —t——t+- +4} 
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Versuch: Kontrollversuch : 
ia 7.) Car F a) 0 , » ~ nnd . 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°oige 0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 


Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 
Kurve A. Kurve B. 


logische Kochsalzlésung. 


Versuche zu Fragestellung 2.') 


Versuch 1. 


Hund ILI], mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen 5 Uhr (15 Tage 
nach der 1. Injektion). Das gewonnene Serum liefen wir unter folgenden 
Bedingungen auf Milchzucker wirken. 

Réhrchen mit 8 cem Inhalt. Kontrolle. 
0,5 cem Serum, 0,5 cem 5° oige 
Milchzuckerlisung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlosung. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 




















Zeit der Ablesung Abgeles.Drehung Zeit der Ablesung| Abgeles.Drehung 
18.Juni 6” +. 0,24 i — 0,16 
19. » 10° | + 0,21 10” — 0,16 
qr -+- 0,20 ~ — 0,16 
20. » 7” + 0,20 ai — 0,16 
21. » Fae +- 0,20 um — 0,16 
330 + 0,20 480 — 0,16 





') Die Ablesungen erfolgten aus duferen Griinden ziemlich selten 
Es ist nicht ausgeschlossen, daf in den Zwischenzeiten grifere Anderungen 
des Drehungsvermoégens auftraten. Versuche mit kiirzeren Beobachtungs- 
intervallen deuten darauf hin. 
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Versuch 2. 


Hund III, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen 11 Uhr (7 Tage 
nach der 1. Injektion). 


2Ghrchen mit 8 ccm Inhalt. 
0.5 ccm Serum, 0,5 ccm 5°oige 
Milchzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlisung. 











Zeit der Ablesung Abgeles.Drehung 








Kontrolle. 


0,5 cem Serum, 7,5 ccm physio- 


logische Kochsalzlisung. 





Zeit der Ablesung Abgeles.Drehung 








10. Juni = 7° +-0,12 70 | — 0,16 
(1. » so +- 0,10 gio | —0,16 
110° +-0,09 11 =. 
13. » 10% + 0,08 10% | — 0,16 
#2°° + 0,08 42"° | — 0,16 
400 +- 0,08 400 | — 0,16 
630 -L 0,08 699 | —016 
14. » 30 + 0,08 go — 0,16 
Versuch 3. 


Hund III, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen (j1 Tage nach 
der 1. Injektion). 


Réhrchen mit 8 ccm Inhalt. 
05 ecm Serum, 0,5 ccm 5° /oige 
Milchzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 

logische Kochsalzlésung. 








Zeit der Ablesung Abgeles.Drehung 





{3.Juni 6° + 0,12 
14, > ge + 0,08 
4.00 + 0,08 
15, > 330 +- 0,08 
ge + 0,08 
16. » 129° + 0,08 
§* + 0,08 
[7, » 109° + 0,08 





Kontrolle. 
0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


————— 
Zeit der Ablesung Abgeles.Drehung 





Gv" | — 0,16 
G30 | O46 
a ae 
350 | — 016 
600 | — 016 
123° | —0,16 
530 | —016 
10° | 016 
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Versuch 4. 
Hund III, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen 8 Uhr (14 Tage 
nach der 1. Injektion). 
Roéhrchen mit 8 ccm Inhalt. Kontrolle. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm 5 %/oige 
Milchzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 





0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 
js" 




















Zeit der Ab- | Abgelesene Zeit der Ab- | Abgelesene 
lesung |  Drehung lesung | Drehung 
16. Juni 5°° -+- 0,21 oe — 0,16 
17. » 10% 40,21 10° 016 
120 4.0,18 120° — 0,16 
419 4-018 416 — 0,16 
680 40,18 630 — 0,16 
18. » 10” 40,17 10 046 
130 40,17 130 — 016 

Versuch 5. 


Hund I, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut entnommen 10 Uhr (20 Tage 
nach der 2. Injektion). 
Roéhrehen mit 8 cem Inhalt. Kontrolle. 
0.5 ccm Serum, 0,5 ccm 10° oige 
Milchzuckerlésung, 7,0 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 


0,5 ccm Serum, 7,5 ccm physio- 
logische Kochsalzlésung. 

















Zeit der Ab- | Abgelesene Zeit der Ab- | Abgelesene 
lesung | Drehung lesung Drehung 
1. Juni 7° | +014 700 — 0,16 
2.» gas +-0,13 gis — 0,16 
115° 4-011 11% — 0,16 
100 +. 0,10 1» — 0,16 
400 10,09 400 — 0,16 
G0 +.0,08 60 — 0,96 
700 + 0,08 700 — 0,16 
3. >» 10% +. 0,08 10° — 0,16 
118° + 0,08 11°° — 0,16 
#0 | 0,08 400 — 0,16 
4 > 900 | +. 0,08 goo — 0,16 
11° | +008 11° — 0,16 
12 | = 10,08 12% — 0,16 
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Versuch 6, mit kiirzeren Beobachtungsintervallen. 


Hund, 6300 g Korpergewicht, mit Rohrzucker vorbehandelt. Blut ent- 
nommen 16 Stunden nach der Injektion von 5 ccm einer 10°/oigen Rohr- 
zuckerlésung. 

0,5 cem 5°/oige Milchzuckerlésung, 
1,0 » Serum, 
5,0 » physiologische Kochsalzlésung. 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
0 + 0,26° 180 +-0,24° 
30 + 0,25° 240 +. 0,18° 
60 + 0,28° 300 + 0,16° 
90 +. 0,32° 380 -+-0,12° 
120 +- 0,27° 550 -+-0,12° 


Versuch 7. 


1 ccm 10°/oige Milchzuckerlésung, 
1 » Serum vom «Rohrzuckerhund», 
5 » physiologische Kochsalzlésung. 
(Hund von 6400 g Koérpergewicht erhielt 10 ccm einer 0,5°/oigen 
Rohrzuckerlésung subcutan, Blut nach 16 Stunden entnommen.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
0 + 0,38° 190 + 0,28° 
35 +- 0,30° 250 + 0,26° 
85 + 0,35° 310 -+- 0,24° 
120 + 0,35° 430 -++- 0,20° 
Versuch 8. 


1 ccm 10°/oige Milchzuckerlésung, 
1 » Serum vom «Rohrzuckerhund>, 
5 »  physiologische Kochsalzliésung. 
(Hund, 5400 g, erhielt 0,5 ccm einer 5°/oigen Rohrzuckerlésung 
subcutan.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
0 +- 0,26° 190 +- 0,20° 
35 -+- 0,23° 250 -+-0,16° 
85 +- 0,28° 310 + 0,14° 


120 +. 0,25° 430 +. 0,049 
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Versuche zu Fragestellung 3. 


Versuch 1. 


Hund IV, mit Milchzucker vorbehandelt. Blut entnommen 10 Uhr (12 Tage 
nach der 2. Injektion). Das gewonnene Serum liefien wir unter folgenden 
Versuchsbedingungen auf Milchzucker, Rohrzucker und Raffinose wirken. 





Roéhrchen Réhrchen Réhrchen 
mit 8 ccm Inhalt. mit 8 ccm Inhalt.} mit 8ccm Inhalt. 
0,5 cem Serum, | 0,5cem Serum, | 0,5 ccm Serum, [0.5 eem Serum, 
0,5 » 5°%/oige [0,5 » 5%/oige [0,5 » 5% oige 4 
Milchzuckerlis., | Rohrzuckerlis., | Raffinoselisung,| 7,9 > physiol. 
7,0 cem physiol.| 7,0 cem physiol.| 7,0 cem physiol.} Kochsalzlisuns 
Kochsalzlisung Kochsalzlisung Kochsalzlésung | ” 


Kontrolle. 


Zeit | Abge- | Zeit  Abge- | Zeit | Abge- ‘Zeit ae: 
der Ab-| lesene Jder Ab-| lesene |der Ab-| lesene der Ab-| lesene 
lesung Drehung]|lesung Drehung]lesung Drehung lesung Drehung 





9.Julif 2° |—O02] 2° +007] 2% 0,10 209 — 0,16 
— 0,17} 10° 40,10 10” |—0,16 
0,22] 11% +0,10] 11° |—0,16 


11. » | 10° | —0,05] 10% 
13. >» | 11° | —0,06] 11° 














| 
| 
= 


Versuch 2. 


Hund IV, mit Milchzucker vorbehandelt. Blut entnommen am 7. Juni, 

t Uhr (5 Stunden nach der 1. Injektion). Das gewonnene Serum liefien 

wir auf Milchzucker und Rohrzucker unter folgenden Versuchsbedingungen 
wirken. 





Rohrechen mit 8 ecm Réhrchen mit 8 ccm 


Inhalt. Inhalt. muatoane 
0,5 cem Serum, 0,5 ccm] 0,5 ccm Serum, 0,5 ccm] _ ae 
§° oige. Milchzucker- 5°%oige Rohrzucker- |9,9 ccm Serum, 7,0 ccm 
losung, 7,0 ccm physiol. lésung, 7,0 ccm physiol. physiol. Kochsalzlisung 
Kochsalzlosung Kochsalzlésung 








Zeit der Abgelesene Zeit der Abgelesene Zeit der Abgelesene. 
Ablesung Drehung Ablesung | Drehung | Ablesung | Drehung 














4 - goo | 
7. Juni 8° | F012 1 9 Juni 3] 0,02 3” — 0,16 
8. >» 999!) -L 0,09 
11% | + 0,09 799; +0,01 7” — 0,16 
400 | +- 0,08 10. » 939) —013 td — 0,16 
6°} -- 0,08 11°” | — 0,14 53° — 0,16 





9. » 11°] +0,08 
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Versuch 3. 
1 ccm 10°%/oige Milchzuckerlésung, 
1 » Serum vom «Milchzuckerhund>, 
5 » physiologische Kochsalzlésung. 
(Hund, 3500 g, erhielt 0,5 ccm einer 5°%oigen Milchzuckerlésung. 
Blutentnahme 16 Stunden nach erfolgter Injektion.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
0 + 0,36° 300 +- 032° 
45 +. 0,37° 360 +. 0,28° 
120 + 039° 450) +. 0,21° 
170 + 0,45° 510 + 0,16° 
240) + 041° 


Versuch 4. 
1 cem 10° vige Milchzuckerliésung, 
1 » Serum vom «Milchzuckerhund>, 
5 » physiologische Kochsalzlésung. 
(Hund von 7000 g Gewicht erhielt 10 ccm einer 0,5°/oigen Milch- 
zuckerlésung subcutan, Blut nach 18 Stunden entnommen.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 

0 + 0,38° 190 + 0,28° 

3d -+- 0,30° 250 +- 0,26° 

85 + 0,35° 310 +- 0,24° 

120 + 0,35° 430 + 020° 


Versuch 5D. 


Hund IV, mit Milchzucker vorbehandelt. Blut entnommen 6 Uhr (7 Stunden 
nach erfolgter subcutaner Injektion). Das gewonnene Serum liefen wir auf 
Milchzucker und Rohrzucker unter folgenden Versuchsbedingungen wirken. 








Réhrchen mit 8 ccm RoOhrchen mit 8 ccm 


Inhalt. Inhalt. montralle, 
0,5 cem Serum, 0,5 ccm] 0,5 ccm Serum, 0,5 ccm] 7 
5°/oige Milchzucker- 5°loige Rohrzucker- {9,9 ccm Serum, 7,5 cem 
lsung, 7,0 ccm physiol. | lésung, 7,0 ccm physiol. | physiol. Kochsalzlésung 
Kochsalzlésung Kochsalzlésung i 








"Zeit der | Abgelesene Zeit der | Abgelesene Zeit der- Abgelesene 
Ablesung | Drehung | Ablesung Drehung | Ablesung Drehung 





7.Juni 8%) +0,12 go =| 40,08 x =| 016 
8. > 9%] 40,09 go =| 40,02 go =| —016 
11° | -++0,09 11° | —0O,041 11° | —0,16 

400} 1. 0.08 409 = | _ 0.03 400 =| 0,16 

69) 10,08 60 | — 0,04 6° =| —0,16 

9 » 11°] +0,08 11° =| «=~ —0,12 11° | —0,16 
10. » 39} +007 3000 | | — 0,18 300 «| «=~ 0,16 











7} 10,07 70 | 0,19 79 — 0,16 
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Versuch 6. 


Hund 1V mit Milchzucker vorbehandelt. Blut entnommen (6 Stunden 
nach der 1. Injektion). Das gewonnene Serum liefen wir auf Milch- 
zucker, Rohrzucker, Raffinose wirken und erhielten untenstehende Kurven. 
Die Fillung der Réhrchen war wie folgt. 








Kurve A. Kurve B. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm Serum, 

0,5 » 10°/oige Rohrzuckerlisung, 0,5 » 5°%/oige Rohrzuckerlésung, 
7,0 » physiol. Kochsalzlésung. 7,0 » physiol. Kochsalzlésung. 
Kurve C. Kurve D. 

0,5 ccm Serum, 0,5 ccm Serum, 
0,5 » 5°%/oige Raffinoselésung, 7,5 » physiol. Kochsalzlésung. 


7,0 » physiol. Kochsalzlésung. 
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Versuche zu Fragestellung 4. 


Versuch 1. 
Versuchsreihe mit Hund III (Rohrzuckerhund). 


Serum a vor der 1. Injektion 
» b 1 Stunde nach » 1. > 
» Cc 4 Stunden >» a > 
>» d 6 > > . + > 
. e 2 Tage > >» 1. > 
> f 7» > a. = > 
> g 11 > > . = > 
> h 14 » > >» 1. > 
> i 6 » » » 2 > 
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Es wurden injiziert 10 ccm 5°/oige Rohrzuckerldsung und zwar 
1. am 2. Juni 
2. » 17. » 
Der Inhalt der Polarisationsréhrchen war folgender : 
Serum 0,5 ccm | Kontrolle 
Physiol. Kochsalzlésung 7,0 > | Serum ~~ 


10°/oige Rohrzucker- “ 7 ~— 
bezw. Milchzuckerlésung 0,0 » | Physiol. Rochsalziésung oe 











S50 ccm | 8,0 ccm 
+70 fe a : ha Se a aa ae a a ee a i 
+41 ae oe + lth ihe =s--J-= - 2 + iB! + + - - - - - - - + 
+46} +4 a aia cones. Rohrzuckerlosung 4 
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Versuch 2. 


1. Juni. Hund IV, mit Milchzucker vorbehandelt (subcutan). 


1. Blut entnommen (vor der Injektion), 
s 32 > (1 Stunde nach der Injektion). 


Die gewonnenen Sera liefen wir auf Milchzucker wirken, es er- 
gaben sich untenstehende Kurven. 
Die Versuchsbedingungen waren folgende: 


X6hrchen 1, 2 mit 8 ccm Inhalt. Kontrollen A und B. 
0.5 ecem Serum, 0,5 ccm Serum, 
0,9 » 10°/oige Milchzuckerlésung, 7,5 » physiol. Kochsalzlésung. 


7,0 » physiol. Kochsalzlisung. 











44 Emil Abderhalden und Georg Kapfberger, 


~ x + x ~ 


2015 Se ee See eee 
2010 . , + + + — + 
+005. + + + + tb 4p 4 


fe ee ee ee See See eee eee ees eee See 





| 
~ ¢—- 4-4 + 4 





ey ee ee ee ee ee opine 








- 00: eee Oe Oe 
- OS * —- Aes 
- 220 


3s 6} 0 BBY 20 235 BE 30 Bi H4 Sanden 


Versuch 3. 
2. Juni. Hund III, vorbehandelt mit Rohrzucker (subcutan). 
1. Blut entnommen (vor der Injektion), 


2. » > (1 Stunde nach der Injektion), 
3. > (4 Stunden » > » ), 
4. > » (6 > » >» > ‘ 


Die gewonnenen Sera lassen wir auf Rohrzucker wirken. 
Die Versuchsbedingungen waren folgende: 


Rohrchen 1, 2, 3,4 mit je 8 ccm ; 
Kontrollen A, B und C. 


Inhalt. 
0,5 ccm Serum, 0,5 ccm Serum, 
0,5 » 8°oige Rohrzuckerlésung, 7,5 » physiol. Kochsalzlésung. 


7,0 » physiol. Kochsalzlisung. 
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Versuch 4. 
Hund VI, mit Rohrzucker vorbehandelt (intravends). 


1. Blut entnommen (vor der Injektion). 
2.» > (‘/s Stunde nach der Injektion). 


Die gewonnenen Sera lassen wir auf Rohrzucker wirken; es er- 


gaben sich untenstehende Kurven. 
Die Versuchsbedingungen sind folgende: 


Réhrchen 1 u. 2 mit 8 ccm Inhalt. Kontrollen A und B. 
0.5 ecm Serum, 0.5 ccm Serum, 
0.5 » 5° oige Rohrzuckerlésung, 7,9 » physiol. Kochsalzlosung. 


7,0 » physiol. Kochsalzlosung. 
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Versuche zu Fragestellung 5 (vgl. auch bei Fragestellung 1). 


I. Hund III, mit Rohrzucker vorbehandelt (subcutan). Blut ent- 


nommen (14 Tage nach der 1. Injektion). 


II. Hund I, mit Rohrzucker vorbehandelt (subcutan). Blut ent- 


nommen (19 Tage nach der 2. Injektion). 


Das gewonnene Serum liefen wir auf Rohrzucker wirken. Die 


\6hrchen waren, wie folgt, gefiillt: 


Rohrchen I u. II mit 8 cem Inhalt. Kontrolle A und B. 
0,5 com Serum, 0,5 ccm Serum, 
0.5 » 10°/oige Rohrzuckerlésung, - 


je _ : 7,9 » physiol. Kochsalzlésung. 
7,0 » physiol. Kochsalzlésung. 
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Versuche zu Fragestellung 6. 


Versuch 1. 


Hund VII. Terrierhiindin, schwarz-weifs gefleckt, schwarzer Kopf, 10450 ¢ 

schwer. Vom 5. Juli an wird das Tier 4 mal am Tag katheterisiert, bei 

regelmafiiger Fiitterung. Der aufgefangene Harn wird mit 10°/oiger Blei- 

zuckerlésung entfarbt, filtriert und auf sein Drehungsvermégen im 5cm-Rohr 
untersucht. 


Wir haben aus der gefundenen Drehung den Gehalt des Harns an 
Rohrzucker berechnet. Da der normale Hundeharn meist etwas nach 
links dreht und aufferdem der Harn an einigen Tagen ein geringes Re- 
duktionsvermégen aufwies, kénnen die Zahlen keinen Anspruch auf ab- 
solute Genauigkeit machen. 


EEE 





























| Gewicht | . 
_— des Subcutane | , Pe >. 
Datum | Hundes iid | Stunden | des ean geschieden 
g ecm (g Rohrzucker 
| | ty 390 0 
| ¢ ee 
| | 20 ccm 5 %/oige 3 95 0.04 
5, Juli | 7950 | Rohrzucker- 51g 24 0,04 
| | lisung 8°° 83/4 25 0,01 
os ae 11), 19 0 
| | tl 157 0 
| 20 ccm 5 °/oige 3 33 0.04 
6. Juli | 7900 Rohrzucker- 51s 29 0,03 
| lésung 8° 8 19 0,01 
po 11 15 0 
| | 20 ccm 5 °/oige ? 127 . 
¢ C ‘ 
7. Juli | 7800 | Rohrzucker- “ ” an 
| ae 
| lésung 8°° ies os aaa 
z= 91/2 15 0 
. ‘Ig 105 0 
20 ccm 5 “/oige 13/4 31 0,03 
8. Juli 7770 | Rohrzucker- 33/4 93 0,03 
| lésung 9%° 6'/s 11 0 
| t hed 6 0 









































Serologische Studien mit Hilfe der optischen Methode. XI. 


Versuche zu Fragestellung 7. 
Versuch mit Dialysat I und II. 


I. 


18. Juni. In einen Mefizylinder mit 10 ccm Wasser wird eine 
Fischblase mit 10 ccm Serum Illi (gut spaltend!) gegeben. Der Mef- 
zylinder verbleibt dann 2 Tage im Eisschrank. Mit dem so erhaltenen 
Dialysat wird folgende Versuchsreihe angesetzt. 

Réhrchen Ia. 1,5 ccm Dialysat, 0,5 ccm 5°/oige Rohrzuckerlésung, 
6,0 ecm physiol. Kochsalzlésung. 

Roéhrchen Ib. 1,5 ccm Dialysat, 0,5 ccm 5°/oige Milchzuckerldsung, 
6,0 eem physiol. Kochsalzlésung. 

Roéhrchen Ic. 1,5 ccm Dialysat, 6,5 ccm physiol. Kochsalzlésung. 


II. 


11. Juli. In einen Mefizylinder mit 8 ccm Wasser wird eine 
Fischblase mit 8 ccm Serum IVh (gut spaltend!) gegeben. Das Ganze 
verbleibt 3 Tage lang im Eisschrank. Mit dem so erhaltenen Dialysat 
wird folgende Versuchsreihe angesetzt. 

Rohrchen Ila. 1,0 ccm Dialysat, 0,5 ccm 5°%/oige Rohrzuckerlésung, 
6.5 eem physiol. Kochsalzlosung. 

Roéhrchen IIb. 1,0 ccm Dialysat, 0,5 ccm 5°/oige Milchzuckerlésung, 
6.5 cem physiol. Kochsalzlésung. 

Roéhrchen IIc. 1,0 ccm Dialysat, 7,0 ccm physiol. Kochsalzlésung. 
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Versuche zu Fragestellung 8. 


Versuch 1. 


Versuch mit inaktiviertem Serum. 

Ein gut spaltendes Serum (IVh) wird eine Viertelstunde lang einer 
Temperatur von 60° ausgesetzt. 

Rohrchen A. 0,5 ccm Serum [Vh, 0,5 ccm 5°%/oige Rohrzucker- 
losung, 7,0 ccm physiol. Kochsalzlésung. 

Réhrehen J. 0,5 cem inaktiviertes Serum IVh, 0,5 cem 5°%vige 
Rohrzuckerlésung, 7,0 ccm physiol. Kochsalzlésung. 

Rohrchen K. Kontrolle. 0,5 cem Serum IVh, 7,5 ccm physiol. Koch- 
salzlisung. 
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Versuch 2. 


Hund I, mit Rohrzucker vorbehandelt. 
Serum 1 (frisch), 
Serum 2 (3 Tage im Eisschrank). 
Die Sera, die beide von einem und demselben Blute stammen., 
liefen wir auf Rohrzucker wirken. 
Die Réhrchen waren, wie folgt, gefiillt. 


Roéhrchen 1 u. 2 8 cem Inhalt. Kontrollen A und B. 
0.5 cem Serum, 0,5 ccm Serum, 
0.5 » 5°%/oige Rohrzuckerliésung, 7,5 » physiol. Kochsalzlosung 


7,0 » physiol. Kochsalzlésung. 
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Versuche zu Fragestellung 9. 
1 ccm 10° oige Rohrzuckerlisung, 
1 » Serum vom «Rohrzuckerhund>, 
5 »  physiologische Kochsalzlésung. 
(Hund, 6250 g, erhielt 0,5 cem einer 5°/oigen Rohrzuckerlésung 
subeutan. Blutentnahme 16 Stunden nach erfolgter [njektion.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
0 -+- 0,31 ° 240) + 0,17" 
30 + 0,30° 300 +- 0,10" 
60 + 0,35° 360 + 0,08 ° 
120 +- 052° 520 — (),02° 
160 +- 024° 600 — (),08 ° 
200 +- (),23° 


1 ccm 10° oige Rohrzuckerlésung, 
1 » Plasma vom «Rohrzuckerhund>, 
5 »  physiologische Kochsalzlésung. 
(Hund, 6250 g, erhielt 0,5 ccm einer 5°%/oigen Rohrzuckerlésung. 
subcutan) Blutentnahme 16 Stunden nach erfolgter Injektion.) 


Zeit der Ablesung Abgelesene Zeit der Ablesung Abgelesene 
in Minuten Drehung in Minuten Drehung 
D) +. 0,28° 240) -- 0,16 ° 
30 + 0,26° 310 +- 0,08 ° 
60 + 0,22° 360 + 0,01" 
120 +- 0,21° 525 — 0,04° 
200 + 0,19° 600 — 0,12° 


Versuche zu Fragestellung 10. 
Es trat in keinem Versuche eine Spaltung ein, gleich- 
giiltig, ob der Rohrzucker kurze oder liingere Zeit mit dem 
Blute in Beriihrung geblieben war. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. f 








Uber das Verhalten des Drehungsvermégens des Blutplasmas 
resp. Serums unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 


Emil Abderhalden und Paul Hahn. 


Mit 17 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 14. August 1910.) 
ed = al 5 


In einer friiheren Mitteilung!) war bereits darauf hinge- 
wiesen worden, dai die Verfolgung des Drehungsvermégens 
des Plasmas resp. Serums uns unter Umstiinden Aufklirung 
veben kann tber die Aufnahme von optisch-aktiven Substanzen 
in die Blutbahn und ferner tiber die Dauer des Verweilens der- 
artiger Stoffe im Blute. Wir haben nach dieser Richtung die 
folgende Fragestellung in Angriff genommen. 

Wie lange lift sich eine bestimmte Menge von intravenis 
eingeflihrtem Dectrin im Blute nachweisen? 

Die angewandte Methodik war die folgende: wir ent- 
nahmen dem Versuchstier Blut, und zwar lieben wir dieses 
direkt aus dem BlutgefiiS in ein mit Ammoniumoxalat in fester 
Substanz beschicktes ZentrifugierrGhrchen fliefen. Nach etwa 
3—4 Minuten langem Schiitteln wurde zentrifugiert, dann 
wurde die Drehung des Plasmas im 5 cm-Rohr bestimmt. Nun 
injizierten wir in die Femoralvene 20 cem einer 25°/oigen Dextrin- 
losung. Wir bestimmten nun das Drehungsvermogen des Plas- 
mas in bestimmten Zeitintervallen. Das Resultat der Versuche 
ergibt sich aus den folgenden Kurven. Sie zeigen, in welch 
schOner Weise sich das Verhalten des Dextrins im Blute ver- 
folgen Jabt. Wir zweifeln nicht daran, daf sich diese Methode 
noch zu mancherlei Fragestellungen iihnlicher Art mit Erfolg 
verwenden 1abt. 


‘' Emil Abderhalden und Julius Schmid, Bestimmung der 


Blutmenge mit Hilfe der <optischen Methode», Diese Zeitschrift, Bd. LXV], 
S. 120, 1910. 








Uber das Drehungsvermégen des Blutplasmas usw. ol 
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Wir haben ferner noch folgende Fragestellung in Angriff 
zsenommen. 

Wie verhilt sich das Drehungsvermégen des Blutplasmas 
wich Entziehung griperer Blutmengen beim Hungertier und beim 
mit Fleisch gefiitterten Versuchstier ? 

Wir haben zur Entscheidung dieser Frage zwei Reihen 
von Versuchen ausgefiihrt. In der einen ersetzten wir die ent- 
nommene blutmenge durch die gleiche Menge isotonischer Koch- 
salzlosung. In der anderen Reihe fand ein solcher Ersatz 
nicht statt. 

Der Blutentnahme folgte in allen Fallen eine Abnahme 
les Drehungsvermigens des Plasmas. Beim Hungertier hielt 
das geringere Drehungsvermogen liingere Zeit an, wihrend beim 
mit Fleisch gefiitterten Tier viel rascher das urspriingliche 
Urehungsvermégen des Plasmas wieder erreicht wurde. 
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Wurde die entnommene Blutmenge sofort durch die ent- 
sprechende Menge isotonischer Kochsalzlisung ersetzt, so iin- 
derte dies an dem ebenerwidhnten Resultate wenig. Aus den 
Versuchen ergibt sich jedenfalls ein sehr deutlicher Einfluf 
der Fleischfiitterung nach Blutentziehung. Wir wollen uns vor- 
liiufig weiterer Schlubfolgerungen enthalten und weitere Ver- 
suche unter anderen Bedingungen abwarten. 


1. Versuche ohne Ersatz des entzogenen Blutes durch physiologische 
Kochsalzlosung. 


a) Fiitterung mit Fleisch. 








—080’ gi a eee a oe me open ee 
Korpergewicht: 12000 g. | 
“— . —050% 
1 Pfund Fleisch vor dem Ver- 
such gegeben. —T iii: 
| 
100 ccm Blut entnommen. | | 
| 
| 
J/Y / c - v2 


Korpergewicht: 8200 g. 
{ Pfund Fleisch 1 Stunde vor dem Versuch gegeben. 
Blutentnahme: 140 ccm. 




















— 080°. sy -s 
— O70" 7 = _—— seninspainsiidesienines eae 4 

om 
“ia + ' ; cone = ? = oa 
SS ihe ; a — — + { 





























Uber das Drehungsvermigen des Blutplasmas usw. a3 





Kérpergewicht: 6450 g. 
4) g Fleisch vor dem Versuch gegeben. Blutentnahme: 110 ccm. 











—0L0'+—.-—_ > — — 
] : —080 Soo v= aan aR —~ 
: -070"——_—_+ 4 ee eee 


—060"- oa eee | + 
—G50 + + > + 


-—040"—_+—_+ eS eee ee ee 


ne 





Stwnaent 2 3 10 24 


b) Ohne Fitterung. 














; aaa Kirper- 
_ Sl 4 | iabaleeadabaamaiiin — sieeve tapas gewicht: 
| 7350 g. 
Blut- 
entnahme: 
120 ccm. 
Sundnti 2 3 a 


Korpergewicht: 5800 g. 
Hund bekam 2 Tage vorher kein Futter. Blutentnahme: 100 ccm. 
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2. Versuche mit Ersatz des entzogenen Blutes durch physiologische 
Kochsalzlosung. 


a) Fiitterung mit Fleisch. 
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Kérpergewicht: 9600 g. Hund sehr jung. 1 Pfund Fleisch gegeben 
100 ccm physiol. Kochsalzlésung fiir 100 ccm Blut. 
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Kérpergewicht: 8850 g. 1 Pfund Fleisch gegeben 
100 ccm physiol. Kochsalzlésung fiir 100 ccm Blut 
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b) Ohne Fiitterung. 
Korpergewicht: 8250 g (48 Stunden vor dem Versuch kein Futter gegeben). 
100 cem physiol. Kochsalzlésung fiir 100 ccm entzogenes Blut injiziert 
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Korpergewicht: 1200 g, stark abgemagert. 
100 ecm physiol. Kochsalzlésung fiir 100 ccm Blut. 
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Korpergewicht: 5000 g. 
60 ccm physiol. Kochsalzlisung fiir 60 cem Blut. 
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Uber den Einflu8 grofer Wassermengen auf das Drehungs- 
vermégen des Blutplasmas resp. Serums. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Ruehl. 


Mit fiinf Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. August 1910.) 


Mit den folgenden Versuchen suchten wir die Frage zu 
entscheiden, ob sich die Resorption von gréferen in den Magen- 
darmkanal eingefiihrten Wassermengen durch Anderungen des 
DrehungsvermOgens des Blutplasmas resp. Serums kundgibt, 
und wie lange es dauert, bis das urspriingliche Drehungsver- 
mogen wieder eintritt. Da, wie bereits mitgeteilt worden ist,!) 
die Blutentnahme als solche bereits einen Einfluf auf das 
Drehungsvermodgen des Plasmas austibt, so laBt sich die letz- 
tere Fragestellung nicht scharf entscheiden. 

Die Versuchsanordnung ergibt sich aus den einzelnen 
Versuchen. Dem Versuchstier wurde in Narkose vor der Wasser- 
eingabe Blut entnommen (ca. 10 ccm), dann sofort nach der 
Verabfolgung des Wassers mit der Schlundsonde und schlief- 
lich nach einiger Zeit nochmals. Wir verwendeten meistens 
Plasma. Die Bestimmung des Drehungsvermégens des Plasmas 
erfolgte in der tiblichen Weise. 

Aus den unten mitgeteilten Versuchen geht hervor, dal 
der Wassereingabe fast sofort ein sehr betrachtliches Absinken 
des Drehungsvermégens des Plasmas folgt. Nach mehreren (oft 
liber 4) Stunden lafit sich der Einflu8 des aufgenommenen 
Wassers noch nachweisen. Ganz allmahlich steigt das Drehungs- 
vermOgen des Plasmas wieder zum normalen Werte an. 


') Vgl. Emil Abderhalden u. Paul Kawohl, Diese Zeitschrift, 
Bd. LXiX, S. 1, 1910. 
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Versuch 1. 
Wasserversuch vom 18. und 19. V., ausgefiihrt mit Serum. 
Es fanden im ganzen 3 Blutentnahmen statt. 
Kérpergewicht des Hundes 6750 g. — X Wassereingabe 1 Liter. 
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Versuch 2. 
Wasserversuch vom 9. VI. Ausgefiihrt mit Blutplasma. 
Gewicht 5800 g. — x Wassereingabe 500 ccm. 
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x 10 Minuten vor der Wassereingabe. 


Versuch 3. 
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y) 
Der Versuch ist mit Blutplasma 





durchgefiihrt. 


Gewicht 6000 g. a — 
< Wassereingabe 790 ; 
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Versuch 4. 
Wasserversuch vom 6. VI, ausgefiihrt mit Plasma. 
Gewicht 5800 g. — < Wassereingabe 500 ccm. 
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Uber das Drehungsvermigen des Blutplasmas 


Versuch 5. 
Wasserversuch mit Plasma vom 12. VIII 
Versuchshund: brauner Bastardspitz, mannlich 
Gewicht 7850 g. — Wassereingabe 750 ccm. 
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Die erhaltenen Kesultate zeigen, dafi es mit Hilfe der 
optischen Methode moglich ist, unter bestimmten bedingungen 
Resorptionsvorgiinge zu studieren. Selbstverstiandlich miissen 
auch hier die Resultate durch andere Untersuchungsmethoden 
erhiirtet werden. Wir verfolgen mit der Mitteilung der bisher 
mit Hilfe der optischen Methode erhaltenen Resultate in erster 
Linie den Zweck, auf ein einfaches Hilfsmittel hinzuweisen, 
das gestattet, in kiirzester Zeit Anderungen in der Zusammen- 
setzung des Blutplasmas festzustellen. Welcher Art die fest- 
cestellten Veriéinderungen sind, muf dann im Einzelfalle durch 
andere Methoden entschieden werden. 

Bemerkt sei noch, dafi uns im Laufe der zahlreichen, 
bereits nach vielen hunderten zahlenden Versuche im hiesigen 
Institut aufgefallen ist, dai das Drehungsvermégen des Plas- 
mas relativ groBe Schwankungen bei verschiedenen Individuen 
der gleichen Tierart unterliegt. Unter pathologischen Verhalt- 
nissen fanden wir oft ganz bedeutende Abweichungen vom 
Durchschnittswert normaler Tiere der gleichen Spezies. Wir 
sind iberzeugt, dai systematische Untersuchungen des Drehungs- 
vermogens des Plasmas bei verschiedenen Krankheiten zu neuen 
befunden und zu neuen Fragestellungen fiihren miissen. 








Synthesen einiger Oxybetaine. 
Il. Mitteilung. 
Synthese des ;-Trimethyl-fS-Oxybutyrobetains (inaktiven 
Isocarnitins.) 
Von 
Adolf Rollett. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 26. August 1910.) 


Vor kurzem!) wurde die Darstellung des £-Trimethyl- 
a-Lactobetains beschrieben und bei dieser Gelegenheit die Mit- 
teilung einiger weiterer Oxybetainsynthesen in Aussicht gestellt. 
Inzwischen wurde die Synthese der ‘+-Trimethyl-B-Oxybutyro- 
betains, des inaktiven Isocarnitins, ausgefiihrt. 

Als Ausgangsprodukt fiir die Synthese diente das von 
Ho6rmann?) aus Epichlorhydrin und wasserfreier Blausiure 
dargestellte Nitril der y-Chlor-B-Oxybuttersaure 

CH,Cl - CHOH - CH, - CN 
Nach Lespieau®) labt sich dieses durch Erhitzen mit wasser- 
haltiger alkoholischer Salzsiiure in den entsprechenden Athy!- 
ester CH,Cl- CHOH - CH,CO.OC,H, umwandeln. Daf dem 
Nitril und daher auch dem Ester wirklich die angegebene Kon- 
stitutionsformel zukommt und nicht etwa die theoretisch eben- 
CH,Cl. CH - CH,OH 
falls denkbare ha wurde von Lespieau*) durch 
Verwandlung in die normale Crotonsiure bewiesen. 

Durch Kinwirkung von Trimethylamin auf den Lespieau- 
schen 7-Chlor-B-Oxybuttersaiureester wurde ohne Schwierigkeit 
der Athylester des y-Trimethyl-B-Oxybutyrobetains erhalten. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXVIII, S. 1. 

*) J. v. HGrmann, Berichte, Bd. XII, S. 23 (1879). 

) R. Lespieau, Comptes rendus, Bd. CXXVII, S. 965 (1898). 
R. Lespieau, Comptes rendus, Bd. CXXIX, S. 224 (1899). 
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Wie in der ersten Mitteilung erwihnt, ist die entsprechende 

Reaktion beim B-Chlormilchsiiureester 

CH,Cl - CHOH - COO - C,H; 
der ja das Chlor und das Hydroxyl in genau derselben Stellung 
enthielt, bisher nicht ausfiihrbar. 

Der als Platinat isolierte Athylester des -Trimethyl- 
6-Oxybutyrobetains lift sich ebenfalls leicht durch Kochen mit 
verdiinnter Salzsiiure zum freien Betain verseifen. 

Einer der beiden geometrischen Antipoden dieses Kérpers 
mubte nach der friiheren Ansicht Krimbergs,!) die allerdings 
vor kurzem von Engeland®?) widerlegt ist, mit dem im Fleisch- 
extrakt aufgefundenen Carnitin identisch sein. Nun unterscheiden 
sich die Schmelzpunkte des Carnitinplatinats und des Platinats 
der neuen Base um ca. 30°. Obgleich eine Spaltung des neuen 
Kérpers in die optischen Komponenten noch nicht versucht 
wurde, kann man in diesem verschiedenen Verhalten der beiden 
Platinate eine weitere Stiitze der Engeland- bezw. Kutscher- 
schen Auffassung des Carnitins als y-Trimethyl-a-Oxybutyro- 
betain erblicken. Den hier synthetisch erhaltenen Korper wirde 
man demnach als Isocarnitin bezeichnen kénnen. 

3ei der Einwirkung von alkoholischem Trimethylamin auf 
den Lespieauschen Ester wurde stets ein Nebenprodukt er- 
halten, das ein weit schwerer lésliches Platinat gibt, das sich 
bei naherer Untersuchung als Trimethylathylammoniumplatinat 
erwies. 

Da eine Verunreinigung des hochsiedenden ‘y-Chlor-B-Oxy- 
buttersdureesters mit gasformigem Chloriathyl, das ja allerdings 
durch Einwirkung von Salzsiéure auf Alkohol entstanden sein 
kOnnte, doch sehr unwahrscheinlich ist, mu man im Trime- 
thylathylammoniumchlorid wohl das Produkt einer Nebenreaktion 
erblicken. 


'! Krimberg, Diese Zeitschrift, Bd. LHI, S. 514 (1907). 

*) Engeland, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XLII (Il), 
5. 2460 (1909). — Krimberg, Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XLII 
II), S. 3878 (1909). 
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Experimenteller Teil. 


¢-Chlor-8-Oxybuttersdureester. 


Das als Ausgangsmateria! dienende Nitril wurde genau 
in der von Lespieau!) geiibten Weise aus Epichlorhydrin und 
Hlausiiure dargestellt. Bei der Darstellung des Esters wurde 
ein wenig von den Lespieauschen Angaben abgewichen. 

Das Nitril wird in der ca. 10fachen Menge Alkohol ge- 
lOst, bis zirka zur Halbsiittigung Salzsiiuregas eingeleitet, hierauf 
ebensoviel Wasser zugesetzt, als Nitril angewandt wurde, und 
am Wasserbad unter Riickflu8 zum Sieden erhitzt. bald — 
gewoOhnlich schon nach 10 Minuten — beginnt die Abscheidung 
von Chlorammon. Von diesem Zeitpunkt an wird das Kochen 
noch fiinf Minuten fortgesetzt, hierauf die vom Salmiak abfil- 
trierte Lésung im Vakuum stark eingeengt, der Riickstand in 
Ather aufgenommen, mit Kaliumcarbonat entsauert, mit Na- 
triumsulfat getrocknet und nach Verdampfen des Athers im 
Vakuum destilliert. K. P., ahnlich wie Lespieau angegeben, bei 
19 mm 121—123°. Ausbeute ca. 80°/o. 

Wird das Kochen der sauren verdiinnt-alkoholischen Lo- 
sung zu lange fortgesetzt, so verschlechtert sich die Ausbeute 
wesentlich. Gewisse Anzeichen sprechen dafiir, daf sich dann 
unter Verseifung und Wasserabspaltung +-Chlorcrotonsaure 
bildet, jedoch ist das Studium dieser Reaktion noch nicht be- 
endet. 


-Trimethyl-f-Oxybutyrobetainithylesterplatinat. 


(CH,), -N- CH, - CH - CH, - CO - OC,H,], - PtCl, 


| 
Cl OH 


8,4 g des eben beschriebenen Esters wurden mit 10 ccm 
33°/oigem alkoholischen Trimethylamin (je !/20 Mol.) im Rohr 
6 Stunden auf 100° erhitzt. Das ziemlich hell gefiirbte Reak- 
tionsprodukt wird mit der doppelten Menge Wasser verseizt, 
durch Silberoxyd vom Chlor befreit, und zur Vertreibung des 
noch vorhandenen Trimethylamins unter wiederholtem Alkohol- 


’) Lespieau, Comptes rendus, Bd. CXXVII, 5S. 968. 
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zusatz im Vakuum bis zum Sirup eingedampft. Der Riickstand 
wird in Alkohol gelést und mit Platinchlorid gefiillt. Der Nieder- 
-chlag wird mit 90°/oigem Alkohol ausgekocht, solange noch 
etwas in Lésung geht, und die beim Abkiihlen sich ausschei- 
denden Krystalle — wenn man zum Auskochen immer wieder 
die Mutterlaugen verwendet hat, betriigt deren Menge 10 g — 
nochmals aus 90°/oigem Alkohol umkrystallisiert. Der Zersetzungs- 
punkt des so erhaltenen reinen Platinats ist 233/234°, Das- 
<elbe ist in Wasser leicht, in Alkohol schwer léslich und bildet 
hellgelbe feine Nadelchen. Der in 90°/oigem Alkoho!] unldésliche 
Riickstand soll weiter unten beschrieben werden (S. 64). 
Analyse: 
1. 01727 g gaben 0,0429 g Pt 
2. 0,2026 » » 0.0500 » » 
0.2011 > » 00,0930 » H,0 und 0,2020 g CO,. 
C,.H,,N,0,PtCl, = 788,10 


Berechnet: Gefunden: 
Pt = 24.74 9/o 24,85 0 9 24.68 ° ) 
C = 27,41°o 27.39 %/o 


H oe 5,12 "10 547° a) 


y-Trimethyl-8-Oxybutyrobetainplatinat. 
[(CH,),: N- CH, - CH- CH, - COOH], - PtCl, 
| 


yA 
« 


Cl OH 

2g des eben beschriebenen Athylesterplatinats werden 
in 30 cem verdiinnter Salzsiiure geldst, durch halbstiindiges 
Xochen der grofite Teil der Fliissigkeit weggedampft, das neue 
Platinat durch Alkoholzusatz gefallt und aus 80°/oigem Alkohol 
umkrystallisiert. Es werden 1,3 g tief orange gefarbter Krystalle 
erhalten, die bei 248° sich zersetzen. 

Analyse: 
0,2050 g Substanz gaben 0,0545 g Pt. 
C4H,,N,U,PtCl, = 732,04 
Berechnet: 26,64°/0 Pt. Gefunden: 26,59° 0 Pt. 

In diesem Koérper ist ein Isomeres des Kutscherschen 
Novain- resp. Gulewitschschen Carnitinplatinats zu erblicken, 
allerdings in der racemischen Form, Fiir das Carnitinplatinat 
wird der Schmelzpunkt 214—218° angegeben. 
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Trimethylathylammoniumplatinat. 





Der oben (S. 63) erwéhnte, 1,2 g betragende in 90° vigem 
Alkohol unldsliche Teil des mit Platinchlorid aus dem Reaktions- 
produkt von Trimethylamin und ;-Chloroxybuttersdureester er- 
haltenen Niederschlags wird wiederholt aus Wasser umkry- 
stallisiert. 

Es werden ziemlich hell orange gefiirbte Krystalle erhalten 
— meist Bliittchen, manchmal jedoch reguliéire Wiirfel und 
Oktaeder — die bei 281° sich zu schwarzen beginnen und be! 
284° unter Gasentwicklung sich zersetzen. Da anfangs ver- 
mutet wurde, daB ein nicht ganz reines Platinat eines hOheren 
Homologen des Neurins vorliegt, deren Entstehung man sich 
aus dem y-Trimethyl-B-Oxybutyrobetain unschwer erkliren 
konnte 
(CH,),-N.CH,-CHOH .CH,.COOH = (CH,),-N-CH,-CH : CH, -+- H,O + CO, 
wurde die Substanz in mehrere Fraktionen zerlegt, die jedoch 
denselben Zersetzungspunkt und Platinwert ergaben: 


Analyse: 
1. 01771 g gaben 0,0586 g Pt 
2. 0.1568 > 0.0523 » 
3. 0.2187 >» > 0.0728 » » 
0,2317 » 0,0356 » H,O und 0.1713 g CO, 
[(CH,), -N- C,H,],- PtCl, = C,.H,,N,PtCl, = 584,00 
| 
Cl 
Berechnet: Gefunden: 
33.390 Pt 2. 33,09 ° ) 2. 33,36 °/o 3. 33,29%o Pt 
4.839) H 4.62". H 
20,55°%/o C. 20.16°%)o C. 


Diese Analysen beweisen mit Sicherheit, dai das ver- 
mutete Neurinhomologe nicht vorliegt, fiir dasselbe wiirde sicl: 
z. B. 32,06°%/o Pt berechnen. 

Um ganz sicher zu gehen, wurde das bei einem anderen 
Versuch erhaltene Platinat durch Behandeln mit Schwefelwasser- 
stoff, Vertreiben desselben durch Erhitzen und Fiillen mit Gold- 
chlorid in das Aurat verwandelt. Dasselbe ist in Wasser, selbs! 
in heibem, recht schwer léslich und krystallisiert bei hinreichen- 
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der Reinheit daraus in sehr charakteristischen Nadeln. die bei 
290° noch vollig unverdandert sind. 
Analyse: 


ay] —e 99 
0.1798 g gaben 0 0S%55 g Au 


(CH,),-N-C,H,-AuCl, = C,H,,N-AuCl, = 427,16 


aH. 
C] 
Berechnet: 46.16°o Au. Gefunden: 46.31%. Au 


Zur weiteren Identifizierung wurde aus Athyljodid und 
[rimethylamin das entsprechende Reaktionsprodukt synthetisch 
largestellt. Chloroplatinat und Aurat erwiesen sich nach oft- 
maligem Umkrystallisieren mit den oben beschriebenen Pro- 
dukten identisch. Allerdings wird das endgiiltige [dentifizieren 
lurch den Umstand erschwert, dai sowohl die synthetisch, als 
auch die nach oben beschriebener Reaktion erhaltenen Produkte 
durch minimale, hartnackig anhaftende und erst bei 5—6 maligem 
Umkrystallisieren zu entfernende Verunreinigungen in ihren 
Eigenschaften sehr stark modifiziert werden. 


? 
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Beitrag zur Kenntnis der Bausteine der Zellen von Tumoren. 
Von 
Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu. 


(Aus dem Imperial Cancer Research Fund, London, und dem physiologischen Institut 
der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. August 1910.) 


Wiederholt ist die Frage aufgetaucht, ob die am Aufbau 
von Tumoren, speziell der bdsartigen, beteiligten Bestandteile 
in ihrer Zusammensetzung Abweichungen gegeniiber der Norm 
zeigen. Wie an anderer Stelle schon wiederholt zum Aus- 
druck gebracht worden ist, eilt hier die Fragestellung un- 
seren Kenntnissen weit voraus, und vor allen Dingen werden 
an die Methoden Anforderungen gestellt, denen sie nicht zu 
geniigen vermogen.!) Das Hauptinteresse wurde den Proteinen 
zugewandt. Sind die Eiweifistoffe der Tumorzellen anders ge- 
baut als die Proteine normaler Zellen? Diese Frage wurde 
zum Teil bejaht. Es wurde z. B. in Carcinomgewebe mehr 
Glutaminsiiure gefunden als in normalen Geweben.?) Wir sind 
der Ansicht, daf sich dieses wichtige Problem nicht in so di- 
rekter Weise entscheiden lift, wie es bisher versucht worden 
ist. Es mu eine Etappe nach der anderen genommen werden. 

Das ganze Problem laBt sich zuniichst von zwei Gesichts- 
punkten aus in Angriff nehmen. Erstens kann man den Versuch 
machen, nach bestimmten Methoden vergleichsweise aus Tumor- 
gewebe und dem entsprechenden Mutterboden Proteine zu iso- 
lieren. Es wire dann zu entscheiden, ob aus den Geschwulst- 


') Die gesamte Literatur itiber diese Frage findet sich zusammen- 
gestellt bei Ferdinand Blumenthal, Die chemischen Vorgiinge bei de: 
Krebskrankheit. Asher-Spiro, Ergebnisse der Physiologie, 1910. 

*) Emil Abderhalden, Klinische Eiweifiuntersuchungen, Zeil- 
schrift fiir experimentelle Pathologie und Therapie, Bd. II, 8. 642, 1906 
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zellen sich eigenartige Eiweifistoffe gewinnen lassen oder aber, 
ob ein auch sonst vorhandener Eiweifstoff in besonders groben 
Mengen auftritt. In zweiter Linie wiirde dann eine eingehende 
Untersuchung der isolierten Proteine auf ihre Bausteine not- 
wendig sein. Dieser Gang der Untersuchung wire sicher der 
zweckmabigste. Er wird jedoch sehr erschwert durch den 
Mangel an Kenntnissen iiber Zellproteine im allgemeinen und 
dann auch durch das Fehlen von geniigendem Material. 

So muf notgedrungen ein zweiter Weg beschritten werden. 
Es muf die Frage entschieden werden, ob die Gesamtproteine 
der Geschwulstzellen Bausteine aufweisen, die anderen 
Proteinen ganz fehlen oder aber in geringerer oder 
croBerer Menge vorkommen. Auch hier sind der Frage- 
stellung durch die uns zur Verfiigung stehenden Methoden sehr 
enge Grenzen gezogen. Wir besitzen nur fiir ganz wenige Amino- 
siiuren quantitative Methoden. Zur Priifung auf neue bausteine 
fehlt das Material. So bleibt schlieBlich nichts anderes tibrig, als 
die Frage zu entscheiden, ob von den quantitativ bestimm- 
baren Aminosduren die eine oder andere in Geschwulst- 
cewebe in auffallend vermehrter oder verminderter 
Menge vorkommt. Wird eine solche Feststellung erhoben, 
dann darf noch lange nicht behauptet werden, dafi der Nach- 
weis eines Proteins gegliickt sei, das eine eigenartige Zusammen- 
setzung besitzt. Der Einwand bleibt immer offen, dai Ver- 
‘inderungen in der Zusammensetzung des Zelleiweiigemenges 
die Ursache des beobachteten Unterschiedes im Gehalt der 
einen oder anderen Aminosdéure sein kann. Das Zelleiweif 
stellt sicher ein grobes Gemenge recht verschieden zusammen- 
gesetzter Proteine dar. Es ist wohl mdglich, dafi Proteine 
unter ihnen sich befinden, die z. B. viel Glutaminsaure besitzen, 
wihrend andere davon weniger aufweisen. Durch eine Ver- 
schiebung des Mengenverhiiltnisses dieser beiden Proteine muf 
eine Anderung des Glutaminsiiuregehaltes des Gemisches zu- 
stande kommen. Hiimoglobin besitzt bekanntlich viel Histidin. 
\Wiirden wir den Histidingehalt der Proteine des gesamten 
blutes bestimmen, dann wiirde natiirlich ein Mindergehalt des 
blutes an Himoglobin den Gesamtwert an Histidin herab- 
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driicken, ohne daf irgend ein Protein im geringsten in seiner 
Zusammensetzung verandert zu sein braucht. Unter diesem 
Gesichtspunkt sind alle Versuche, eine Abartung in der Zu- 
sammensetzung von Zellproteinen aufzufinden, zu beurteilen. 
Keine einzige dieser Untersuchungen hat Beweiskraft. 

Unter Beriicksichtigung der eben mitgeteilten Einwiinde 
gegeniiber bestimmten SchluBfolgerungen aus Feststellungen, 
liber einen verschiedenen Gehalt der Zellproteine an bestimmten 
Bausteinen, darf eine solche Beobachtung nur als eine erste 
Etappe in der ganzen Fragestellung aufgefaft werden. Es mui 
nunmehr versucht werden, aus den Tumoren bestimmte Proteine 
zu isolieren und festzustellen, ob eines dieser durch die Ge- 
winnungsart charakterisierten Proteine eine eigenartige Zu- 
sammensetzung besitzt. Damit kommen wir wieder auf den 
oben erwahnten ersten Weg zuriick. 

Die Bestimmung einzelner Bausteine im Zelleiweibgemisch 
kann zurzeit als eine Vorpriifung aufgefaft werden. Mehr 
Bedeutung kann sie nicht beanspruchen. Sie soll entscheiden, 
ob es sich lohnt, die Proteine der Tumorzellen zu trennen, 
und nach welcher Richtung wir zu suchen haben. Wiirden 
z. B. sehr viele Diaminosauren gefunden, dann wire nach Pro- 
teinen aus der Gruppe der Histone zu fahnden usw. 

Von diesen Gesichtspunkten aus wollen wir auch die 
folgenden Versuche aufgefaft wissen. Unsere Fragestellung 
war folgende: Zeigt die Summe der Zellproteine ver- 
schiedenartiger Tumoren Unterschiede in ihrem Ge- 
halte an Tyrosin, Glutaminsiéure und Glykokoll? 

Zur Untersuchung gelangten drei Carcinome aus der Leber 
von Kiihen (primaire Adenocarcinome der Leber von Kihen), 
Sarkom von Ratten und Carcinom von Mausen (Tumor 63')). 

Saimtliche Tumoren wurden zunachst durch Waschen 
mit physiologischer Kochsalzlosung von Blut befreit. Die nekro- 
tischen Stellen wurden dabei méglichst entfernt. Dann wurden 
die gréberen Tumorstiicke zerkleinert. Nachdem dann das 
Tumorgewebe bei 105° getrocknet worden war, wurde es in 
einer Reibschale zu Pulver zerrieben. Dann wurde die Masse 


‘) Vel. die Beschreibung diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 145, 1909. 
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mit absolutem Alkohol und dann mit Tetrachlorkohlenstoff er- 
schépft. Nunmehr wurde in einem aliquoten Teil der Aschen- 
cehalt und der Stickstoffgehalt bestimmt. Ferner wurde ein 
Teil bis zur Gewichtskonstanz bei 120° getrocknet. 

Die Bestimmung der drei genannten Aminosiiuren erfolgte 
in der tiblichen Weise. Wir kochten das Tumorgewebe 20 Stun- 
den mit der fiinffachen Menge 25°/oiger Schwefelsaéure. Dann 
wurde von dem Ungeldsten abfiltriert. Der Riickstand wurde 
mit verdiinnter Schwefelséiure gewaschen und dann nochmals 
10 Stunden mit 25°/oiger Schwefelséure gekocht. Es wurde 
wieder filtriert. Der Riickstand wurde nun mit destilliertem 
Wasser so lange gewaschen, bis das Filtrat keine Reaktion 
auf Schwefelsiure mehr gab. Er wurde dann bei 120° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Wir haben diesen Riickstand 
kurzweg Melanin genannt. 

Alle Filtrate wurden vereinigt und nun die Schwefelsaure 
mit Baryt quantitativ entfernt. Der Baryumsulfatniederschlag 
wurde abfiltriert und in der tiblichen Weise wiederholt ausge- 
kocht. Das Tyrosin wurde durch Einengen der vereinigten Fil- 
trate vom Baryumsulfat gewonnen. Das Rohtyrosin wurde durch 
Umkrystallisieren unter Anwendung von Tierkohle gereinigt. 

Die Mutterlauge des Tyrosins diente zur Gewinnung der 
salzsauren Glutaminsiiure. Wir engten sie ein, nachdem wir 
sie mit Tierkohle fast ganz entfirbt hatten. Dann leiteten wir 
gasfOrmige Salzsiure in die LOsung ein. Die durch fraktionierte 
Krystallisation erhaltenen Krystallmassen wurden dann unter 
Anwendung von Tierkohle aus verdiinnter Salzsiiure umkrystal- 
lisiert. 

Zur Bestimmung des Glykokollgehaltes wendeten wir die 
Estermethode an. Es lief sich kein Glykokollesterchlorhydrat 
direkt abscheiden. Wir konnten das Glykokoll erst nach er- 
folgter Infreiheitsetzung der Ester gewinnen. Die Glykokoll- 
bestimmung kann keinen grofen Anspruch auf Exaktheit machen. 
bei den Versuchen, das Glykokollesterchlorhydrat direkt nach 
erfolgter Veresterung abzuscheiden, waren geringe Verluste un- 
vermeidbar. Es mufte wiederholt filtriert werden, um das abge- 
schiedene Chlorammon zu entfernen. 
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Wir haben die Werte fiir die einzelnen Aminosiuren auf 
den Eiweibgehalt der Tumoren bezogen und diesen dadurch 
berechnet, daf wir den gefundenen Stickstoffwert mit 6,25 
multiplizierten. Diese Art der Berechnung darf natiirlich keinen 
Anspruch auf absolute Exaktheit machen. 

Von besonderen Beobachtungen ware zu erwaéhnen, dal} wir 
beim Eindampfen der Filtrate vom Baryumsulfat bei den Leber- 
carcinomen einen auffallenden Geruch, der an Pyridin erinnerte, 
wahrnahmen. 

Die folgende Ubersicht gibt die erhaltenen Resultate wieder. 


1. Carcinom aus Kuhleber: 
Aschengehalt 6,64°/o } berechnet auf die bei 120° bis zur Gewichts- 
Stickstoffgehalt 15,42 °/o konstanz getrocknete Substanz. 
Hydrolysiert wurden 250 g Substanz. Es blieben 13,0 g Melanin zuriick. 
Gefunden: 2,05°/o Tyrosin; 12,0°/o Glutaminsdure; 1,8°/o Glykokoll. 
2. Carcinom aus Kuhleber: 
Aschengehalt 3,80°/0 | berechnet auf die bei 120° bis zur Gewichts- 
Stickstoffgehalt 14,76/o f konstanz getrocknete Substanz. 
Hydrolysiert wurden 240 g Substanz. Menge des Melanins 18 g. 
Gefunden: 2,15°/o Tyrosin; 11,2°/o Glutaminséure; 1,5°/o Glykokoll. 
5. Carcinom aus Kuhleber: 
Aschengehalt 5,25°0 | berechnet auf die bei 120° bis zur Gewichts- 
Stickstoffgehalt 13,88°%o f konstanz getrocknete Substanz. 
Hydrolysiert wurden 100 g. Menge des Melanins 9 g. 
Gefunden: 1,95°/o Tyrosin; 12,8°/o Glutaminsiure ; 2,20°/o Glykokoll. 
4. Sarkom von Ratte: 
Aschengehalt 6,59°0 ) berechnet auf die bei 120° bis zur Gewichts- 
Stickstoffgehalt 13,15 °/o konstanz getrocknete Substanz. 
Hydrolysiert wurden 75 g. Menge des Melanins 7,0 g. 
Gefunden: 1,75°/o Tyrosin; 12,5°%/o Glutaminséure; 1,80°/o Glykokoll. 
5. Carcinom von Maus: 
Aschengehalt 6,25°/o ) berechnet auf die bei 120° bis zur Gewichts- 
Stickstoffgehalt 13,0°o konstanz getrocknete Substanz, 
Hydrolysiert wurden 75 g. Menge des Melanins 8,0 g. 
Giefunden 2,0°/o Tyrosin; 11,5°/o Glutaminsaure; 2,0°/o Glykokoll. 


Die Ubereinstimmung der einzelnen Werte ist fiir die drei 
Lebercarcinome eine recht gute. Man darf bei der Beurteilung 


solcher Werte nicht auSer acht lassen, daf die mannigfachen 
Operationen trotz aller Sorgfalt zu Verlusten fiihren. Das 
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Méusecarcinom und das Rattensarkom zeigen auch keine Werte, 
die zu dem Schlusse berechtigten, dafSi Besonderheiten vor- 
liegen. Nach unseren Erfahrungen findet man mindestens so 
grohe Unterschiede, wenn man in ganz entsprechender Weise 
normale Organe verarbeitet. Bemerkt sei noch, dafi wir Tyro- 
sin durch die Stickstoffanalyse und das Glutaminsiiurechlor- 
hvdrat durch die Bestimmung des Chlorgehaltes identifizierten. 
Zwischen den Ausbeuten an Rohprodukten und den ganz reinen 
Substanzen ergaben sich grofe Unterschiede. 

Zusammenfassend wiire zu bemerken, dai es uns auf 
dem eingeschlagenen Wege nicht gegliickt ist, fiir eine der unter- 
suchten Tumorarten eine Besonderheit im Gehalte an Tyrosin, 
Glutaminséure und Glykokoll nachzuweisen. Alle bis jetzt er- 
folgten Mitteilungen iiber Eigenarten von Proteinen von Tu- 
moren auf Grund von Bestimmungen einzelner Bausteine be- 
diirfen aus den oben angefiihrten Griinden noch der Besti- 
tigung durch Erweiterung der Untersuchungen auf bestimmte 
Proteine. 








Uber die reduzierenden Substanzen des Harnes. 
Von 


Casimir Funk. 


(Der Redaktion zugegangen am 3. September 1910.) 


Vor einiger Zeit!) habe ich angegeben, dab von den Me- 
thoden, die den Zucker titrimetrisch bestimmen, fiir den Harn 
und fiir andere physiologische Fliissigkeiten nur solche ange- 
wandt werden kénnen, die gestatten, das vom Zucker stammende 
Kupferoxydul als solches abzufiltrieren und zu bestimmen. Die 
Bertrandsche Methode?) ist wegen ihres schnellen Arbeitens, 
Exaktheit und Sicherheit im Umschlag fiir diese Zwecke be- 
sonders geeignet. Allerdings habe ich damals auf Grund meiner 
Analysen angenommen, dai diese Zuckerbestimmung unter den 
Bedingungen, wie sie sich im Harn und anderen physiologi- 
schen Fliissigkeiten vorfinden, die reduzierenden Substanzen. 
wie Harnsiure, Kreatinin und Urochrom, nicht mitbestimmt, 

Wiihrend dieser Zeit sind aber Arbeiten erschienen,*) die 
die Bertrandsche Methode als vollig unbrauchbar hinstellen, 
weil angeblich die oben genannten reduzierenden Substanzen 
das vom Zucker stammende Kupferoxydul in Lésung_halten, 
eine Behauptung, die tibrigens auch in mehreren Lehrbiichern 
zu finden ist. 

Um diese Fragen klarzulegen, habe ich unternommen, die 
Keduktion des normalen Harnes und desselben Harnes nach 
Glukosezusatz, ferner die Reduktion von Harnsaure, Kreatinin 
und Urochrom nachzupriifen. Weiter war es wiinschenswert, 
die Reduktion dieser Substanzen nebeneinander sowie aucli 
die wechselseitige Beeinflussung bei der Reduktion festzustellen. 

Alle Bestimmungen wurden mit Hilfe der Bertrandschen 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 507 (1908). 

2) Bull. de la Soc. chim. de France, Bd. XXXV, S. 1285 (1906) 

‘) Andersen, Biochem. Zeitschrift, Bd. XV, S. 76 (1908). 

Ivar Bang und G. Bohmansson, Diese Zeitschrift, Bd. LVill, 
S. 443 (1909). 
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Methode ausgefiihrt, indem gleichzeitig eine Kontrolle mit der 
entsprechenden Zuckerlosung vorgenommen wurde. 


{esultate. 

Die Reduktion des normalen Harns wurde in 20 Fiillen 
iedes Geschlechts und Alters zwischen 0,002—0.042 be- 
rechnet als Glukose) gefunden, was den Zahlen von Laves- 
son!) und G. Bohmansson*) und wahrscheinlich auch dem 
wirklichen normalen Zuckergehalt entsprechen wiirde. Die Re- 
juktion wurde stets ohne vorhergehende Klérung des Harnes 
festgestellt. Vor Anwendung von Klaérungsmitteln mu zur Vor- 
sicht gemahnt werden, da in einigen Analysen (s. Tab. III), 
wo ich Blutkohle von Kahlbaum angewandt habe, sich Zucker- 
verluste herausstellten. Auferdem mul} ich bemerken, dali in 
einigen hochgestellten Harnen (Sommerharnen) eine gelbe Re- 
juktion eintrat, die. wie ich feststellen konnte, auf Kreatinin- 
reduktion beruht. In diesen Fallen, die eigentlich sehr selten 
cintreten und falsche Zahlen liefern, geniigt es in der Hegel, 
ien Harn entsprechend zu verdiinnen, um zu richtigen Werten 
zu gelangen. 

Tabelle I. 























Zusatz von Glukose zum Harn ‘verschiedene Harnproben 
Harnmenge Zugesetzte Glukose Gefundene Glukose 
in ccm in mg in mg 

) 13.0 12.9 

2 65.1 65 

J 26,0 2 

dy 4 6) 

> 340) } 

5 26.0 26.1 

10 26 0 2 

) t1.4 I 

5 t1.4 +] 

10 $1.4 {1.4 


Biochem. Zeitschrift. Bd. IV. S. 40 (1907 
2) Biochem. Zeitschrift. Bd. XIX. S. 281 (190% 
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Tabelle II. 
Reduktion von Harnsadure, Kreatinin, Urochrom allein und nach Zusatz 
zu einer Glukoselésung von bestimmtem Gehalt. Die Reduktion wurde 
als Glukose berechnet. 








| Gefundene | Davon |Berech- 
| Reduktion Glukose-, nete 


Gesamt- 


Zugesetzte Substanzen . , 
in mg Glukose | reduk- | ised’ 


| 
| 











berechnet tion tion 
o | oe | 
10 mgHarnsé4ure .......| 3, _— | — 
, mn, : | | 
1) » Breatinin «.. .<«+<«s«s} BB | — — 
1} .» Drehrom « «++ « +) He / _ 
| ' 
10 » Harnsiure,25 mgGlukose | 28,5 | 28,0 28,5 
r . . > |, o- ¢ > 
9 Kreatinin, 26 » > '34,0(gelbeFallung), 26,0 34,0 
530» Urochrom, 41,4 » > | 42,7 | 414 | 42,7 
0.9» Kreatinin, 1 mg Harnsiure | 
ry ‘ | > - 
26 » Glukose ....... ./| 26,0 | 26,0 27,1 
| 
, ss ' > — 
6 » Harnsaure, 0,9mg Kreatinin) | 
' | | : , 
Si» Gikose . «© ss sw ss | 21,0 | 21,0 23,9 
‘ . eo 
8 » Harnsiure, 9 mg Kreatinin| 
Ik » Urochrom, 41,4 >» Glukose | 49,3(gelbeFallung)) 41,4 53,2 
ve, | 
4 » Harnséure, 4,5 » Kreatinin 
9 » Urochrom, 41,4 > Glukose | 45,4(gelbeFallung)| 41,4 47,2 
10 » Harnsiure,11 » Kreatinin! 
30 » Urochrom, 41,4 » Glukose | 54,0(gelbeFallung)| 41,4 56,0 
18.» Kreatinin, 8 » Harns_ | 
. Or - l« € ¢ ¢ 
IS » Urochrom, 37,2» Glukose | 37,9 37,2 42.4 
| 
4 » Harnsiiure, 1,8 > Kreatinin| 
12. » Urochrom, 41,4 » Glukose | 41,4 41,4 45,0 





Tabelle III. 
Glukose und Blutkohle (mit und ohne Harnzusatz). 
Blutkohle (getrocknete, pulverisierte von Kahlbaum). 


Vor Nach 
Blutkohle- Blutkohle- 
| behandlung | behandlung 





| 
| 
| 
} 


Zugesetzte Substanzen 





26,0 mg Glukose in Wasser + 1 cem | 


9e QL: 
25%oige HC] (1g Blutkohley = | 79 24,3 
10 com Harn + 1 cem 25°%/oige HCl | 26.1 24.3 


-+- 26,0 mg Glukose (1 g Blutkohle) | 
Anderer Harn, ebenso behandelt (10 ccm) | 26.1 24,3 
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Nach Glukosezusatz zum Harn (s. Tab. 1) wird der zu- 
gesetzte Zucker quantitativ wiedergefunden. Weiter konnte 
festgestellt werden (Tab. II), daB nach Zusatz von konzen- 
trierten Harnsdure-, Kreatinin- und Urochromlésungen (Uro- 
chrom wurde nach der Methode von Dabrowski’) dargestellt) 
zu einer Zuckerlésung sich die einzelnen Reduktionen addieren, 
ohne Kupferoxydul in Losung zu halten. In verdiinnten L6- 
sungen dagegen entsteht ein Verlust, der mit der Verdiinnung 
immer grOfer wird, sodab ich entgegen Bohmansson?) der 
Meinung bin, dafi die Keduktion von Harnsiure, Urochrom, 
aber besonders Kreatinin mit der Verdiinnung abnimmt. Das 
wird auch der Grund sein, weswegen diese Substanzen im 
Harne nicht mitbestimmt werden. Auferdem wire mdglich, 
dafi der physikalische Zustand (kolloidale Natur) dieser Stoffe 
im Harne bei der Reduktion eine Rolle spielt. 

Weil der normale Harn fast keine Reduktion liefert, 
scheinen mir die Zahlen fiir den Kreatiningehalt des Harnes 
(0,6—2,1 g pro Tagesmenge) als zu hoch gegriffen, denn 
eine Kreatininldsung von demselben Gehalt liefert schon eine 
kraftige Reduktion. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 188 (1907). 
*) loc. cit. S. 288. 














Zur Kenntnis der Linolensaure und des Leindls. 
Von 


E. Erdmann und F. Bedford. 


(Mitteilung aus dem Universititslaboratorium f. angew. Chemie zu Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1910.) 


Unter obigem Titel hat Adolf Rollett in dieser Zeit- 
schrift!) eine Abhandlung veroffentlicht, welche unsere auf 
Grund mehrjihriger experimenteller Untersuchungen gewonnenen 
Anschauungen tiber die im Leinoél enthaltene Linolensaure be- 
richtigen zu kénnen glaubt. Wir haben bisher auf diesen Angriff 
nichts erwidert, da unsere Zeit durch Beschiftigung mit anderen 
wissenschaftlichen und chemisch-technischen Fragen aufs duBerste 
in Anspruch genommen war. Jetzt wollen wir, obwohl fiir jeden 
Fachmann, der die Rollettsche Arbeit studiert, leicht ersicht- 
lich ist, wie wenig tief sie in den behandelten Gegenstand ein- 
dringt, unsere Entgegnung nicht linger aufschieben, um nicht 
den Anschein zu erwecken, als ob jene Veroffentlichung unsere 
wohlbegriindeten Ansichten tiber die Linolenséure irgendwie 
zu iindern vermOchte oder gar uns veranlassen kénnte, von dem 
in mihevoller Untersuchung festgestellten Tatsachenmaterial 
auch nur das geringste zuriickzunehmen. 

Experimentell bringt die Arbeit Rolletts fast gar nichts 
Neues. Eine Reihe seiner Versuche sind bis ins einzelne genau 
die gleichen, welche der eine von uns (Bedford) im Jahre 1906 
in seiner Dissertation ausfiihrlich beschrieben hat. Wir kénnen 
uns dies nur so erkliren, daf Rollett jene Dissertation, auf 
die wir in unserer von Rollett zitierten Ver6ffentlichung in 
den Berichten der deutschen chemischen Gesellschaft?) aus- 
driicklich Bezug nehmen, gar nicht gelesen hat. 

') Bd. LXIL, S. 422. 
, 2 


d. XLII, S. 1324 (1909 


2) 
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Auch die Ergebnisse der Versuche Rolletts sind im 
allgemeinen, wenn man seine Rechenfehler korrigiert, ganz 
iihnliche, wie wir sie vor 4 Jahren festgestellt haben. Er erhiilt 
aus 100 g Leindlfettsaéuren, deren Jodzahl ca. 190 betrug, 37 g 
Hexabromid. Das entspricht nicht, wie er berechnet, 10,8°/o, 
sondern, richtig gerechnet, 13,58°/o der Theorie. Wir gaben 
als Ausbeute 15,27°/o an. Diese Angabe bezieht sich aber auf 
ein unter unserer Kontrolle frisch geprefites, von uns selbst 
verseiftes Leinél, nicht auf ein Praparat, welches unbestimmte 
Zeit in einer Chemikalienhandlung abgelagert ist, wie Rollett 
es verwandte. 

Wir haben seither mehrere Kilogramm des Hexabromides 
aus verschiedenen Sorten frischen Leindles dargestellt und 
kOnnen mitteilen, dafi die Ausbeute sich noch etwas erhdht, 
wenn man in der von uns gegebenen Vorschrift!) zum Aus- 
waschen an Stelle von Ather Petrolather verwendet. Wir 
erhielten dann aus 2 kg destillierten?) Leindlséuren 908 g 
trockenes Hexabromid vom Schmelzpunkt 179°; das entspricht 
16,66°/o der Ausbeute, welche aus reiner Linolensiiure zu er- 
warten ist. 

Da die Darstellung des Hexabromids die Moglichkeit ge- 
wahrt, in einem Leindle wenigstens annihernd den Gehalt 
an der fiir dieses Ol charakteristischsten Séure, niimlich der 
a-Linolensdéure, zu bestimmen, so geben wir nachstehend die 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, S. 1329 (1909). 

*) Die fliissigen Leindlsiuren sieden unzersetzt, wie in den Be- 
richten d. d. chem. Ges., Bd, XLII, S. 1324 und in der Dissertation Bed- 
fords, S. 11 gezeigt wurde, nur im Vakuum von weniger als 4 mm Druck. 
Bei 0,0005 mm ist der Siedepunkt 188°. Wohl aber Jaft sich auch bei 
hdherem Druck, 5,10 oder 20 mm, eine Destillation mit Hilfe eines indiffe- 
renten Gasstromes (Wasserstoff oder Kohlenséure) ausfiihren, wie wir 
schon vor Jahren fanden. Seitdem ist dieses Destillationsverfahren im 
hiesigen Institute iiblich (siehe Raspe, Uber die Konstitution der Linolen- 
sdure, Dissertation Halle aS, 1909, S. 9), da es fiir griffere Mengen 
bequemer ist als die Destillation im hohen Vakuum. Natiirlich gibt 
dann das Thermometer nicht den «Siedepunkt»>, an, wie Rollett meint, 
sondern eine Temperatur, welche abhangig ist von der Starke des Gas- 
stromes. Was Rollett als Siedepunkte des Linolensiuremethylesters 
‘S. 423) und der Linolensdure (S. 424 und 426) mitteilt. ist daher willkiirlich. 
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genaue Vorschrift wieder, welche wir fiir diese Bestimmung 
benutzen. 

1 Gewichtsteil (5—10 g) der zu untersuchenden Leindl- 
siiuren wird in 11/2 Gewichtsteilen Eisessig gelést, die Lésung 
mit einer Kiéltemischung aus Eis und Salz abgektihlt und mit 
Brom bis zur bleibenden Fiarbung versetzt. Nach einer halben 
Stunde werden 10 Volumteile Petrolither zugefiigt. Nach kriif- 
tigem Durchschiitteln laBt man absitzen und dekantiert. Das 
Auswaschen mit Petroliither (unter 50° siedend) wird fiinfmal 
wiederholt, dann wird der Niederschlag auf ein Filter gebracht, 
an der Luft getrocknet und gewogen. Trocknen auf dem Wasser- 
bade ist zu vermeiden, da hierbei gewohnlich bald Bromwasser- 
stoffentwicklung eintritt. Durch Multiplizieren mit dem Faktor 
0,367 erhiilt man aus dem Gewicht des Hexabromids die ent- 
sprechende Menge a-Linolensaure. 

Das Hexabromid labt sich durch Zink und Alkohol be- 
kanntlich leicht entbromen. Man gewinnt so eine fliissige Siiure 
von der Zusammensetzung der Linolensiiure C,.H,,0,, welche 
indessen, wie wir durch verschiedene Versuche zeigten, !) beim 
erneuten Bromieren nur etwa den vierten Teil des theoretisch 
erforderten festen Hexabromids zurtickliefert, wihrend der ganze 
Rest nicht mehr als 4 Bromatome glatt addiert und in ein 
fliissiges Tetrabromid iibergeht. Diese Versuche macht Rollett 
getreulich nach, wobei ihm freilich wieder ein Rechenfehler 
unterliiuft. Denn wenn er auf S. 424 sagt: 

10 g ««Linolsiiure»» (soll heiBen « Linolensiure ») in 
20 eem Eisessig wurden unter Eiskiihlung mit einer ebenfalls 
eisgekiihlten Lésung von Brom in Eisessig (1: 2) langsam bis 
zur bleibenden Rotfiirbung versetzt; es wurden ca. 18—20 g 
Brom verbraucht, entsprechend ca. 80°/o der Theorie», so ist 
dagegen zu erinnern, daf 18—20 g Brom auf 10 g Linolen- 
siiure nicht «ca. 80°/o», sondern 104,4—116,0, also ca. 110°,» 
der Theorie entsprechen, und daB Rollett daher aus diesem 
Versuche nicht — wie er es tatsiichlich tut — den Schluf einer 
«zu geringen Bromaufnahme» ziehen durfte. 


') lc, S. 1333, vgl. Bedford, Dissertation, 8. 23 ff. 
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Nun glaubt uns aber Rollett seinerseits einen Fehler 
unserer experimentellen Arbeit nachweisen zu kénnen. 

Wir hatten festgestellt, dab das fliissige Tetrabromprodukt 
nach Entbromung mit Zink eine Saure entstehen 1lié{t, welche 
bei erneuter Bromierung kein festes Hexabromid mehr gibt. 
Rollett hat das fliissige Bromprodukt ebenfalls entbromt und 
findet, daB die so erhaltene Siure bei erneuter Bromierung 
wiederum eine «reichliche Krystallausscheidung» von Hexa- 
bromid liefert.?) 

Auch wir haben eine geringe Menge Hexabromid er- 
halten, wenn die Operation des Entbromens des fliissigen Brom- 
produktes nebst neuer Bromierung nur einmal ausgefiihrt 
wurde. Wir haben den Grund darin gesehen, dafi die fliissigen 
romprodukte festes Hexabromid lésen und dieses nicht auf 
einmal vollstandig zur Abscheidung zu bringen ist. Dieses ge- 
liste Hexabromid liefert dann bei der Entbromung wieder etwas 
a-Linolensdiure und letztere bei erneuter Bromierung wieder 
festes Hexabromid. Wir haben daher diesen Versuch, was 
aus unserer zusammenfassenden Verdoffentlichung in den be- 
richten nicht hervorgeht, was aber in der Dissertation?) hitte 
nachgelesen werden kinnen, weiter fortgesetzt und die Ent- 
bromung des fliissigen Bromproduktes noch einmal vorge- 
nommen. Die jetzt erhaltene fliissige Siiure liefert nun in der 
Tat «keine Spur mehr» von festem Bromid. 

Da wir diesem Ergebnis prinzipielle Bedeutung beimessen, 
so sei hier ein neuerer Versuch, den wir nach dieser Richtung 
angestellt haben, ausfiihrlicher wiedergegeben. 

18,5 g Linolensiiure, erhalten durch Entbromung von 
reinem Hexabromid mit Zink und Alkohol, wurden in Eisessig- 
lOsung bromiert. 

Die Ausbeute an festem Hexabromid vom Schmelzpunkte 
179--180° betrug 13,07 g, entsprechend 4,797 g a-Linolensiiure 
oder 25,93°/o der angewandten Linolensiiure. 

In Lésung bleibt ein fliissiges Bromprodukt, welches sich 

') In Wirklichkeit erhilt er weniger als die Halfte der Ausbeute, 


welche die urspriingliche Linolensiure an festem Hexabromid gibt 
*) S. 24. 
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auf Zusatz von Petrolither nicht ausscheidet. Dieses Brom- 
produkt wurde isoliert und durch Erhitzen mit Zink und Eis- 
essig wieder von Brom vollstandig befreit. Das so gewonnene 
Ol besaB die Jodzahl 185,8 und das Molekulargewicht 428 (aus 
der Titrierung mit Barytwasser berechnet). 5,11 g des Oles 
haben wir wieder in Eisessigldsung bromiert und dann mit 
Petrolither versetzt. Neben etwas festem Hexabromid scheidet 
sich jetzt ein fliissiges, in Petrolather unldsliches Bromid 
aus. Durch kalten Ather wurde es in Lisung gebracht und 
von dem festen Hexabromid getrennt. Ausbeute an festem 
Hexabromid 0,45 g = 0,165 g Linolensiiure oder 3,2°/o des 


= 


angewandten Oles. 
Das fliissige, in Petrolaither unlosliche Bromid wurde aber- 


mals durch Kochen mit Zink und Eisessig entbromt. Das End- 
ergebnis war ein dickfliissiges, nicht véllig bromfreies Ol, welches 
beim Bromieren kein festes Hexabromid mehr gab, sondern 
nur fliissiges, in Petrolather unldsliches bromprodukt. Die Be- 
stimmung der Jodzahl dieses dickfliissigen Oles ergab 109.3, 
die Bestimmung des Molekulargewichtes 516. 

Unsere Erklarung dieser Versuchsergebnisse ist die, dal 
bei der Reduktion vonHexabromid 2 stereoisomere Linolensiiuren 
entstehen, naimlich etwa 25°/o a-Linolensaéure, 75°/o B-Linolen- 
sdiure.!) Beim Bromieren liefert erstere glatt das Hexabromid, 
letztere addiert glatt nur 4 Bromatome. Wird dieses Tetra- 
bromprodukt mit Zink behandelt, so findet teilweise Polymeri- 
sation oder Anhydridbildung statt, woraus sich die immer 
niedriger werdende Jodzahl und das zunehmende Molekular- 
gewicht der Siure erkliren. Jedenfalls bildet sich aus dem Tetra- 
bromprodukt durch Herausnahme des Broms keine a-Linolen- 
siiure zurtick. 

Wir kommen nun zu der Erorterung der spekulativen, 
durch keine neuen experimentellen Versuche gestiitzten An- 


sichten Rolletts. 
Er nimmt an, die durch Entbromung des Hexabromids 


‘) Die Konstitution dieser Linolensduren haben wir im Verein mit 
F. Raspe einwandfrei festgestellt, Ber. der Deutsch. chem. Gesellsch., 


Bd. XLII, S. 1334 (1909). 
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entstehende Linolensdure sei einheitlich, durch die Bromierung 
entstiinden daraus aber 4 verschiedene stereoisomere Brom- 
additionsprodukte. Von dieser Anschauung ausgehend, hat er 
alle experimentellen Ergebnisse «vorausgesehen» und findet, dab 
auch die bei Bromierung von Linolensaure erhaltene Ausbeute 
an festem Hexabromid (stets weniger als 25°/o) «tiberraschend 
gut mit den Erwartungen» tibereinstimme. Wodurch diese Er- 
wartung, dah von jedem der mdglichen Stereoisomeren gerade 
25°/o entstehen sollen, begriindet ist, wird freilich nicht naher 
erortert. 

Vom rein theoretischen Standpunkt scheint die Hypothese 
Rolletts an sich wohl mdéglich, wenn man nimlich von dem 
experimentellen Material nur das beachtet, was zur Hypo- 
these pabt, und das andere vernachlassigt. 

Es ist schon oben wiederholt von uns festgestellt worden, 
dah die fliissigen Bromierungsprodukte der Linolensaéure beim 
Entbromen keine a-Linolensiiure zuriickbilden. Dies wire schwer 
verstindlich, wenn sie aus der a-Linolensaure hervorgegangen 
waren. 

Der Hauptumstand aber, welcher die Hypothese Rolletts 
ganz unmdéglich macht, ist der Grad des Additionsvermigens 
der Leindlséuren fiir Wasserstoff und fiir Jod. 

Solange man reine Linolensiéure nicht isolieren konnte, 
war es eine zweifelhafte Sache, ob die Jodzahl auch fiir diese, 
drei Athylenbindungen enthaltende, Siéure einen brauchbaren 
Wert fiir die Berechnung darstellt. Wir haben daher nach neu 
erdachter Methode die Wasserstoffzahl der gereinigten, d. h. 
von gesittigten Fettsiiuren und von der Hauptmenge der Olsiiure 
befreiten Leindlsiuredthylester bestimmt und im Durchschnitt 
von drei nahe iibereinstimmenden Versuchen zu 1,452 gefunden. 

Dies entspricht einem Gehalt von 22°/o an Gesamtsduren 
der Zusammensetzung C,.H,,0,. Wir diirfen fiir diesen von 
uns mit gréBter Sorgfalt bestimmten Wert Beachtung ver- 
langen, um so mehr, als er mit der Jodzahl in recht guter 
Ubereinstimmung steht. Denn die Jodzahl unserer fliissigen 
Fettsiuren betrug 203,8. Die theoretische Jodzahl ist fiir Linolen- 
siure 273,8, fiir Linolséiure 181,2. Durch Interpolation findet 
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man fiir eine nur aus Linolensaéure und Linolséure bestehende 
Mischung mit der Jodzahl 203,8 einen Gehalt von 24,49), 
Linolensaure. 

Lollett leistet sich hier freilich wieder ein merkwiirdiges 
Rechenkunststiick. Er setzt die Jodzahl der fliissigen Fettsiiuren 
gleich 234 (!) (S. 429), wihrend er sie selbst zu 190 bestimmt 
hatte (S. 423). 

Nie haben wir bei unseren eigenen Untersuchungen _je- 
mals Leindlsiiuren von so hoher Jodzahl, wie Rollett annimmt. 
in die Hinde bekommen, ebensowenig ist uns aus Arbeiten 
anderer Autoren eine auch nur annéhernd so hohe Jodzah| 
fiir Leindlséiuren bekannt geworden: Denn die héchste Zahl, 
welche wir selbst bestimmten, war 207. Lewkowitsch gibt 
178,5—209,8!) an. Die Jodzahl 234 steht also im Widerspruch 
mit allen experimentellen Untersuchungen, wie auch mit der 
eigenen experimentellen Bestimmung Rolletts, sie ist véllig 
aus der Luft gegriffen! Und auf dieser unrichtigen Grund- 
lage baut Rollett seine weiteren Berechnungen auf, welche 
unseren, allein auf das Experiment gegrtindeten, Beweis wider- 
legen sollen! 

Fiir uns ist die Bestimmung der Wasserstoffzahl der 
— von gesiittigten Fettsiiuren und von Olsiure miglichst be- 
freiten — Leinélséuren der maSgebende Grund gewesen,?) den 
Giehalt dieser Leindlsiiuren an Gesamtlinolensadure (d. h. an allen 
Siiuren mit drei Athylenbindungen) in dem von uns _unter- 
suchten Leinél zu etwa 22°/o anzunehmen. Da nun aus den 
rohen, noch Olsiiure und auch feste Fettsiuren gelést ent- 
haltenden Leinélsiuren direkt 16,7°/o Linolensaure in Form 
von Hexabromid fillbar sind, so folgt daraus einmal, daf im 
Leinél im wesentlichen, wenn nicht ausschlieBlich 
eine bestimmte Linolensiure vorhanden ist, welche 
eben das feste Hexabromid liefert und von uns als 
a-Linolensiure bezeichnet worden ist; es folgt ferner, 
dal} diese Linolenséure beim Bromieren eine auler- 


') Chemische Technologie und Analyse der Ole, Fette und Wachise. 
Braunschweig 1905, Bd. II, S, 26. 
2) Siehe Bedford, Dissertation S. 45. 
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ordentlich viel bessere (wahrscheinlich die theore- 
tische) Ausbeute an Hexabromid liefert, als das durch 
Entbromung aus dem Hexabromid zu gewinnende (e- 
misch isomerer Linolenséuren. 

Diese Schluffolgerungen sind durchaus biindig und in 
ihrem zweiten Teil auch unabhingig von der durch uns unter- 
suchten Sorte Leinol. 

Ein Gehalt von 65—70°/o Linolensiure, wie er, wenn 
Rolletts Anschauung richtig wire, in unserem Leindle vor- 
handen sein miifte, ist durch die sehr genau bestimmte Wasser- 
stoffzahl, ebenso auch durch die Jodzahl, vollstiindig aus- 
geschlossen. 

Rollett hat die Oxydation der Linolenséiure (aus Hexa- 
bromid) ausgefiihrt und hat — das einzige neue Ergebnis seiner 
Arbeit! — gefunden, dafi hierbei zwei verschiedene Siéuren 
entstehen. Er glaubt, sie mit der Linusinsaéure und Iso- 
linusinsaéure Hazuras identifizieren zu kénnen, was freilich 
unseres Erachtens wenig sicher gestellt ist, da Rollett, ohne 
eine Analyse auszufiihren, sich mit der Bestimmung recht un- 
scharfer Schmelzpunkte begniigt. Den Befund indessen als 
richtig angenommen, wie kann Rollett daraus schliefen wollen, 
dali die oxydierte Linolensdure einheitlich gewesen sei? Es 
ist das ein logisch ganz unverstandlicher Schlub. Mit demselben 
Recht kann der Umstand, daf bei der Oxydation zwei Hexaoxy- 
stearinsiuren entstehen, als Beweis fiir unsere Anschauung 
— wenn wir eines solchen noch bediirften — gelten, dal 
namlich die oxydierte Linolensiiure ein Gemisch zweier Iso- 
meren ist. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen fassen wir in aus- 
gesprochenstem Gegensatz zu Rollett folgendermafen zu- 
sammen: 

1. Im Leinél sind, wie aus der Wasserstoffaddition und 
der Jodzahl der Leindlsauren hervorgeht, nicht mehr als 20 bis 
25°/) Siuren C,.H,,0, mit 3 Athylenbindungen vorhanden. Haupt- 
sichlich, wenn nicht ausschlieflich, ist dies a-Linolensiure, 
welche beim Bromieren das feste Hexabromid vom Schmelz- 
punkte 179° liefert. 


6* 
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2. Durch Entbromung des Hexabromids mit Zink erhiilt 
man ein Gemenge von 2 stereoisomeren Linolensauren, wovon 
etwa 25°/o a-Linolenséiure ist, 75°/o B-Linolenséure. Die £-Li- 
nolensiiure liefert beim Bromieren ein flussiges Tetrabromid, 
welches beim Behandeln mit Zink keine a-Linolenséure, auch 
keine reine B-Linolensiure, zuriickbildet, vielmehr bei der Ent- 
bromung fortschreitender Polymerisation und Anhydridbildung 
anheimfiillt. 

3. Die Hypothesen Rollets, dab es nur eine, im Leini] 
angeblich zu 50—60°/o vorhandene Linolensaéure gebe, welche 
bei der Bromierung 4 verschiedene stereoisomere Hexabrom- 
additionsprodukte liefere, von denen auch die fliissigen bei Ent- 
bromung die urspriingliche Linolensiéure regenerieren, sind will- 
kiirliche, auf unrichtiger Grundlage aufgebaute Annahmen, welche 
jeder stichhaltigen experimentellen Begriindung entbehren. 

SchlieBlich bemerken wir, da’ auf Grund unserer An- 
schauungen vorauszusehen ist, dai aus dem Lein6ol die a-Li- 
nolensiiure, welche beim Bromieren die theoretisch erforderte 
Ausbeute an Hexabromid liefert, in reinem Zustande wird iso- 
liert werden kOnnen. Versuche in dieser Richtung sind im 
Gange, und tiber ihren Ausfall wird anderen Orts_ berichtet 


werden. 








Ein einfaches Verfahren der Blutzuckerbestimmung. 
[l. Mitteilung. 
Die Ermittelung des Zuckergehaltes im Gesamtblut. 
Von ° 
K. Moeckel und E. Frank. 


(Aus der inneren Abteilung des stadtischen Krankenhauses in Wiesbaden ) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. September 1910.) 


In einer friiheren Mitteilung!) haben wir ein Verfahren 
angegeben, welches gestattet, in kleinen Serummengen den 
Zuckergehalt binnen kiirzester Zeit mit befriedigender Genauig- 
keit zu bestimmen. In 10 ccm Serum, die sich mit héchstens 
20 ccm kolloidalen Eisenhydroxydes momentan enteiweilen 
lassen, ist selbst ein auf die Hilfte der Norm herabgesetzter 
Blutzuckergehalt mit einer Scharfe zu ermitteln, die kaum hinter 
einer der iiblichen Methoden zuriickbleibt. 

Wir hatten damals erwahnt, daf fiir das Gesamtblut 
unsere Methode oft nicht zum Ziele fiihrte. Wir haben die 
Ursache dieses Versagens gefunden und wollen im folgenden 
ein Verfahren beschreiben, das, mit 5 cem Gesamtblut arbeitend, 
in zahlreichen Fallen von uns erprobt worden ist. 

Es war uns aufgefallen, daB immer, wenn das Resultat 
fehlerhaft war, am unteren Rande der Asbesteinlage des Allihn- 
schen ROhrchens Spuren eines ziegelroten Niederschlages 
hafteten, was bei Verwendung gleich konzentrierter Zucker- 
lOsungen oder Serumfiltrate nie der Fall war; beim Serum 
begegnete uns das Gleiche gelegentlich, wenn es sich um starke 
Hypoglykamien handelte. Offenbar ging also Kupferoxydul durch 
das Asbestfilter hindurch und schlug sich zum Teil am unteren 
Rande des Filters nieder. Da wir die Fehlingsche Losung 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXY. 
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sogleich nach dem Kochen durchs Filter laufen lieBen, war 
zu erwigen, ob nicht Abkihlen der Losung und Zuwarten das 
‘esultat iindern wiirde. In der Tat ist uns, seitdem wir so 
vorgehen, der Niederschlag am Filter nicht mehr begegnet 
und wir haben immer Werte erhalten, die ganz allgemein den 
fiir das Gesamtblut bekannten!) entsprechen und speziell mit 
den gleichzeitig im Serum bestimmten gut tibereinstimmen; 
Doppelbestimmungen im Gesamtblute lieferten jetzt stets Werte, 
die selten um mehr als um 5°/o differierten. Im Filtrate des 
(;esamtblutes miissen demnach (im Gegensatze zu reinen Zucker- 
ljsungen und Serumiiltraten) Bedingungen obwalten, welche be- 
wirken, dali entweder das Kupferoxydul zunichst so fein sus- 
pendiert ist, dah es durchs Filter geht, oder sich in Pseudolisung 
befindet; erst wenn man abkiihlt und einige Zeit stehen lift, 
nimmt der Niederschlag auch hier die gewohnliche Form an. 

Um 5 cem Gesamtblut zu enteiweifen, braucht man mehr 
Kisenhydroxyd als fiir das Serum: 20 cem fihren in der Rege! 
zum Ziele. Ob man gréfere Blutquanten in 100 ecm Gesamt- 
volumen enteiweifen kann, ohne dafi Zucker adsorbiert wird, 
haben wir nicht untersucht: auf alle Falle kann man so vor- 
gehen, daB man 10 cem Blut mit 40 ccm Ejisenhydroxyd in 
200 cem Gesamtvolumen behandelt und 100 ccm des Filtrates 
auf das halbe Volumen eindampft; in schwach essigsaurer 
Losung entstehen, wie wir uns iiberzeugten, Zuckerverluste 
weder bei der Vakuumdestillation noch beim Eindampfen tiber 
freier Flamme. 

Es war zu berticksichtigen, ob das Volumen der Fallung 
nicht so massig war, da} man den Zucker eigentlich in wesentlich 
weniger als 100 cem Lésung bestimmte: wir haben den Nieder- 
schlag mehrere Tage tiber Schwefelsdure getrocknet und alsdann 
pulverisiert; dabei zeigte sich, daB er kaum mehr als 1!/2 ccm 
an Volumen einnahm. 

Verwendet man 5 ccm Gesamtblut, so empfiehlt es sich, 
Doppelbestimmungen zu machen. Mit groBem Vorteile bedient 
man sich einer Kupfersulfatlbsung, die eine abgewogene Menge 

+) ef. die Zahlen bei Liefmann und Stern, Biochemische Zeit- 
schrift, Bd. I, 1906. 








Ein einfaches Verfahren der Blutzuckerbestimmung. I! Si 


Traubenzucker, etwa 5 mg in 20 cem, enthalt. Wir haben in 
einer solchen Kupfersulfatl6sung den Zuckergehalt nach 3 und 
nach 43/4 Monaten bestimmt und ihn unveriindert gefunden. 
Immerhin wird es sich empfehlen, gelegentlich den Titer nach- 
zuprifen, bei sehr wichtigen Bestimmungen wird man am besten 
immer, wenn man eine Reihe von Blutzuckeruntersuchungen 
ausfiihrt, eine Kontrollbestimmung der Kupfer-Zuckerliésung 
vornehmen. 

Die vom Eiweif befreite Lésung filtriert bei weitem nicht 
so rasch wie enteiweilites Serum, es bestehen jedoch hier Unter- 
schiede fiir die Sera verschiedener Tierarten; so sind beim 
Kaninchen die erforderlichen 50 cem in 20—30 Minuten zu 
erhalten, wahrend bei Hund und Mensch oft bis zu 1!/2 Stunden 
vergehen (beim blut des menschlichen Siiuglings geht die Fil- 
tration wiederum viel rascher vonstatten). Verfiigt man iiber 
eine Zentrifuge von hoher Tourenzahl, so kann man wohl 
immer in einer halben Stunde die notwendige Menge des Fil- 
trates haben. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung gestaltet sich folgender- 
mafen: Das Blut wird in einem Schilchen aufgefangen, das 
eine Messerspitze Fluornatrium enthalt; 5 cem werden in ein 
Mefikélbchen von 100 ccm pipettiert und bleiben, mit etwa 
40 ccm Wasser versetzt, einige Minuten stehen. Man verdiinnt 
nun 20 ccm des kolloidalen Eisenhydroxydes aufs doppelte und 
setzt von dieser LOsung aus einer Biirette der BlutlOsung schubl}- 
weise, unter jedesmaligem Schwenken des K6élbchens, 30 ccm 
zu. Dazu fiigt man die einem oder zwei erbsengrofien Krystallen 
entsprechende Menge pulverisierten Seignettesalzes und schit- 
telt kréftig, mit dem Finger das Kolbchen verschliefend. 


Schaumbildung ist zu vermeiden; durch den Zusatz des Seignette- 
salzes und das nachfolgende Schiitteln pflegt der gréfte Teil etwa vor- 
handenen Schaumes wieder zu verschwinden. 


Man wartet einige Minuten und setzt dann die restierenden 
10 eem der Eisenlésung in zwei Portionen zu, fiillt bis zur 
Marke auf und schiittelt noch zwei Minuten recht kriftig. 

Nach weiteren fiinf Minuten filtriert man entweder durch 
ein Faltenfilter oder zentrifugiert. Falls das Filtrat, wie es 
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nicht selten vorkommt, noch schwach gefarbt ist, so geniigen, 
je nach der Intensitiét der Farbung, 1—3 ccm unverdiinnten 
Kisenhydroxydes, um eine farblose, sicher eiweibfreie Lisung 
zu erhalten. 

Mit 50 cem des Filtrates wird die Bestimmung nach 
sertrand in einem Erlenmeyer-Kolben von 250—300 ccm 
ausgefiihrt. Als Bertrand-Loésung I dient am besten eine solche, 
die im Liter eine genau bestimmte Menge reinsten Trauben- 
zuckers (etwa 0,25 g) enthilt. 

Nach dem Kochen kiihlt man rasch ab und wartet zehn Mi- 
nuten, ehe man durch das Allihn-Rohrchen filtriert. Wir pflegen 
den Erlenmeyer-Kolben in einen grofen Trichter zu setzen, 
in dem ihn der Strahl der Wasserleitung umspilt. Die Ti- 
tration erfolgt mit einer Permanganatlosung von halbem Gehalt. 

Bei der Ausrechnung ist darauf Bedacht zu nehmen, da/ 
man nicht die dem Zuckergehalt der Kupfer-Zuckerlésung ent- 
sprechenden Kubikzentimeter Permanganat von dem titrierten 
Permanganatwerte abzieht und die Differenz in Traubenzucker 
umrechnet: man mu vielmehr zuniichst die diesen beiden 
Permanganatzahlen zugeordneten Traubenzuckermengen aus- 
rechnen und diese voneinander subtrahieren. 








Ein Respirationsapparat fir isolierte Organe und kleine Tiere.') 
Von 


Otto Cohnheim. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1910.) 


Seit vielen Dezennien existieren Messungen des Gas- 
wechsels des Menschen und verschiedener Tierarten. Es hat 
sich indessen auch das Bediirfnis ergeben, nicht nur den Ge- 
samtorganismus zu untersuchen, da die einzelnen Teile sich 
derart untereinander beeinflussen und ihre Tiitigkeit derart 
ineinander greift, dafi der Stoffwechsel des Gesamtorganismus 
eine schwer aufldsbare Summe darstellt. Besonders bei den 
Warmbliitern wird der Stoffwechsel der einzelnen Organe durch 
die Wiirmeregulation zu einer neuen Einheit zusammengefabt. 
Der Stoffwechsel einzelner Organe ist bisher hauptsichlich von 
Barcroft und seinen Mitarbeitern gemessen worden, indem 
sie das zu einem Organ strOmende und das von diesem Organ 
kommende Blut der Gasanalyse unterwarfen und daraus wie 
aus der anderweitig bestimmten Blutmenge den Gaswechsel 
berechneten. Erstens eignen sich hierzu nicht alle Organe und 
zweitens ist immerhin eine etwas komplizierte Berechnung aus 
Einzelproben erforderlich.”) Ich*) habe friiher den Gaswechsel 
des isolierten Darms bezw. seiner Muskulatur bestimmt, indem 
ich den Darm in Ringersche Lésung legte, durch diese Sauer- 
stoff hindurchleitete und den aus der Lésung abstrOmenden 
Sauerstoff durch Barytlauge gehen lief. Unter diesen Bedingungen 
fiihrt der isolierte Darm stundenlang kraftige Bewegungen aus, 


1) Mit Unterstiitzung der Heidelberger Akademie der Wissenschaften 
(Stiftung Heinrich Lanz). 

?) J. Barcroft, Zusammenfassung in den Ergebn. d. Physiologie, 
Bd. VII, 1908. 

*) 0. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd, LIV, 5S. 461 (1908). 
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die nach den Untersuchungen von Magnus’) als die normalen 
Bewegungen des Darmes angesehen werden miissen. Durch 
Titration der Barytlauge lieB sich die Kohlensdéureproduktion 
des Darmes bestimmen. Nun produzieren aber die Organe 
nicht nur Kohlensaéure, sondern sie verbrauchen auch Sauerstoff, 
und der war bei dieser Versuchsanordnung nicht zu bestimmen. 

Die Unterstiitzung der Heidelberger Akademie der Wissen- 
schaften hat es mir nun ermdglicht, einen Respirationsapparat 
zu bauen, mit dem ich den Sauerstoffverbrauch und die Kohlen- 
siureproduktion sowohl des Darmes als auch anderer Organe 
messen konnte. Das Prinzip des Apparats ist dem Respirations- 
apparat fiir Menschen von Atwater und Benedict nachge- 
bildet.2) Es kreist in einem geschlossenen System ein Luft- 
quantum, aus dem die Kohlensaéure durch Natronkalk wegge- 
nommen wird. Die Verminderung des Gasvolumens, die auf dem 
Verbrauch von Sauerstoff beruht, wird durch ein Manometer 
gemessen und am SchluB des Versuchs wird aus einer kleinen 
Sauerstoffbombe soviel Sauerstoff hinzugefiigt, daB das Mano- 
meter wieder den urspriinglichen Stand hat. Die Zunahme des 
Gewichts des Natronkalkbehilters gibt direkt die Produktion 
der Kohlensiure an, die Abnahme des Gewichts der Sauerstoff- 
bombe den Verbrauch an Sauerstoff. Man erhiilt auf diese 
Weise den Gaswechsel ohne jede weitere Rechnung in Grammen 
oder Milligrammen ausgedriickt. Einen nach einem dhnlichen 
Prinzip eingerichteten Apparat fiir Durchblutungsversuche am 
Herzen hat E. Rohde dem Heidelberger medizinischen Verein 
demonstriert. Im einzelnen gestaltet sich die Anordnung des 
Apparats folgendermafen: 

Die Triebkraft fiir den Apparat, sein «Herz», wird durch 
einen Gummiballon gebildet, der durch eine Holzplatte zuge- 
driickt wird. Die Holzplatte ist mit einem Exzenter verbunden 
und dieser wird durch einen Wassermotor getrieben. Das 
«Herz» ist also ganz ihnlich wie bei dem Apparat fiir kiinstliche 


‘) R. Magnus, Pfliigers Archiv, Bd. CII, CII, CVIII, CLIX, CX1 

(1904 u. 1905). 
*) W. O. Atwater und F. G. Benedict, Carnegie-Institution, 1905. 
F. G. Benedict, Americ. Journ. of Physiology, Bd. XXIV, 1909. 








Ein Respirationsapparat fiir isolierte Organe und kleine Tiere. 91 


Durchblutung, den Neubauer und GroB soeben beschrieben 
haben.!) Vor und hinter dem Gummiballon sind zwei sogenannte 
Millersche Glasgummiventile eingeschaltet, welche den Luft- 
strom nur in einer Richtung zulassen. Das arterielle Ventil mu 
selbstverstiindlich vollstaéndig schlieBen, das vendse darf dies 
dagegen nicht tun, der Apparat muf also eine Mitralinsufficienz 
haben. Sonst ist der Druckausgleich durch den ganzen Apparat 
hindurch nicht moéglich, der bei der Ablesung des Manometers 
(s. u.) gebraucht wird. Von dem arteriellen Ventil tritt die 
Luft in das Geféf ein, in dem sich das Organ befindet. Bei 
Versuchen an Warmbliiterorganen steht das GefiéifB in einem 
Wasserbade, das durch einen Thermoregulator auf 39° ge- 
halten wird. In den Versuchen mit dem Darm und dem Magen 
schwamm das Organ in Ringerscher Lésung und die Anord- 
nung war so, dafi wahrend des Versuches das Gas durch die 
\ingersche Losung hindurchstromte. Vor Ablesung des Druckes 
am Manometer (s. u.) wurde durch eine Umschaltung die Luft 
nicht mehr durch die Ringersche Loésung geleitet, damit sie 
frei nach dem vendsen Teil des Apparates strémen konnte. 
Von dem Gefif mit der Ringerschen Lésung ging die Luft 
zunachst durch einen Chlorecalciumturm und dann durch zwei 
Waschflaschen mit konzentrierter Schwefelséiure, um so voll- 
stiindig getrocknet zu werden. Eine Bestimmung des Wassers 
hatte in diesem Versuche keinen Sinn gehabt, da das Gas ja 
durch die Ringersche Lésung strémte. Von der Schwefelsiure 
aus geht die Luft nun durch zwei mit einander verbundene 
U-Rohren, deren erste mit feuchtem Kalikalk, die zweite mit 
Bimssteinstticken gefiillt ist, die mit konzentrierter Schwefel- 
siiure getrankt sind. Die Methode, zur Absorption der Kohlen- 
siure feuchten Kalikalk oder Natronkalk zu benutzen, stammt 
von Atwater und Benedict; sie geben an, dafi nach viel- 
fiiltigen Versuchen feuchter Natronkalk der einzige Stoff sei, 
der bei schnellem Gassirome die Kohlenséure wirklich absor- 
bierte. Ich habe mich iiberzeugt, daB durch die Geifblerschen 
Kaliapparate, wie sie bei der Elementaranalyse benutzt werden, 
die Kohlensiiure nicht vollsténdig absorbiert wird, wenn ein 


*) 0. Neubauer und W. Gro, Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 1910. 
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rascher Strom hindurchgeht. Ebenso erwies sich trockener 
Natronkalk als nicht geniigend. Die Vorschrift von Benedict 
lautet: Man lise 100 g Kaliumhydroxyd in 45—60 g Wasser 
auf und fiige 100 g ungeléschten Kalk hinzu. Ich fand es fiir 
die Darstellung zweckmiibiger, nur 35—40 g Wasser zu nehmen, 
da sonst gelegentlich ein Zusammenbacken der ganzen Masse 
eintrat. Die absolut trockene Luft, die durch diesen feuchten 
Kalikalk streicht, entzieht ihm Wasser, und so muf hinter 
die Kalikalkréhre eine zweite Réhre mit Schwefelsdure ein- 
geschaltet sein, welche das Wasser absorbiert. Ich habe mich 
iiberzeugt, dafi die beiden Rohren zusammen die richtigen 
Kohlensiiurewerte anzeigen, wenn man eine bekannte Menge 
von Kohlensiiure in dem GefaB sich entwickeln Jabt. Ist keine 
Kohlensiiure vorhanden, so zeigen die beiden U-Roéhren auch 
bei stundenlangem Durchleiten keine Gewichtszunahme. Die 
beiden Rohren sind miteinander verbunden, sodah sie gemein- 
sam gewogen werden konnen, sie wiegen 170—190 g und 
lassen sich auf Bruchteile eines Milligrammes wiegen. 

Von diesen beiden Roéhren geht der Gasstrom noch ein- 
mal durch Schwefelsiiure, damit nicht etwa feuchte Luft, wahrend 
der Apparat stillsteht, an die U-Rohre herangelangen kann, 
und sodann durch eine Waschflasche mit Wasser, damit die 
Luft nicht ganz trocken durch den Apparat lauft, weil das die 
Schliuche angreifen kénnte. Zur Vermeidung von Bakterien- 
entwicklung habe ich dem Wasser etwas Sublimat zugesetzt. 
Von hier geht die Luft zu dem vendsen Ventil; vorher sind 
aber zwei seitliche Offnungen in der Leitung angebracht, von 
denen die eine mit dem Manometer, die andere mit der Sauer- 
stoffbombe in Verbindung steht. Das Manometer ist eine ein- 
fache U-formig gebogene Glasréhre, die mit Wasser gefiillt ist. 
Die Sauerstoffbombe halt einen Druck von 2!/2 Atmosphiren 
aus, wlegt 218 g und ist ebenfalls auf halbe Milligramme genau 
wiigbar. Ich habe folgende Versuche angestellt. Mit einer 
Spritze wurden in der Gegend des Organbehilters 21 ccm 
Sauerstoff entnommen, diese wiegen 


bei 752 mm und 16°: 27,55 mg 
Gefunden: 27,0 » 
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46 ccm Sauerstoff wiegen bei 13° und 758 mm: 61,5 mg 
Gefunden: 62 

Vor dem Versuch muf der Apparat mit Sauerstoff gefiillt 
werden, da die Durchleitung von Luft durch die Ringersche 
Lésung nicht hinreicht, um den Darm oder den Magen ge- 
niigend mit Sauerstoff zu versorgen. Alsdann laé{t man den 
Apparat eine Zeitlang leerlaufen, wobei die in der Ringer- 
schen Lésung absorbierte Kohlensiiure ausgetrieben und von 
dem Kalikalk aufgenommen wird. Dann werden die Sauer- 
stoffbombe und die Kalikalk-Schwefelsiurerdhren gewogen und 
das Organ kommt in das Gefaéb. Nun wird das Manometer 
eingestellt und der Apparat eine gewisse Zeit laufen gelassen. 
Ich habe meist einstiindige Versuche angestellt. Nach dieser 
Zeit wird das Manometer non neuem mit dem Apparat ver- 
hunden, aus der Bombe soviel Sauerstoff hinzugelassen, bis 
das Manometer den Anfangsstand hat, und das Organ heraus- 
genommen. Um die in der Fltissigkeit etwa noch absorbierte 
Kohlensiure auszutreiben, lief ich den Apparat immer noch 
eine Stunde weiterlaufen. In einer Reihe von Fiillen fiigte ich 
dann noch Schwefelséure der Ringerschen Losung bei und 
lie} den Apparat noch einmal eine Stunde lang mit neuem 
Kalikalkrohr laufen; so konnte ich mich davon iberzeugen, 
ob etwa ein gewisser Teil der Kohlensiure gar nicht dem 
Organ entstammte, sondern Kohlensiure war, die in der Ringer- 
schen Liésung praéformiert war. Bei den normalen Versuchen 
war das iibrigens nicht der Fall. 

Fehlerquellen des Apparates. Die Bestimmung der 
Kohlensiiure mit dem Apparat diirfte vdllig genau sein. Eine 
Kinwendung kénnte hdchstens darin gesehen werden, dai von 
einem Organ neben der Kohlenséure etwa ein anderes Gas 
produziert wiirde, welches nicht durch Schwefelséure, wohl 
aber durch Natronkaik absorbiert wird. Von einem derartigen 
Gase ist aber nichts bekannt. Weniger sicher ist die Bestim- 
mung des Sauerstoffs. Sie muf durch jedes Gas beeinflubt 
werden, das etwa neben Sauerstoff und Kohlenséure von dem 
Organ produziert oder verbraucht wird. Allerdings sind der- 
artige Gase bisher auch nicht beobachtet worden. Vor allem 
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aber besteht hier die Schwierigkeit, daf bei den beiden Ab- 
lesungen des Manometers keine Differenz in der Temperatur 
bestehen darf. Nun ist es ja natiirlich einfach, die Fliissigkeit 
in dem Organgefiii auf gleicher Temperatur zu halten. Es ist 
mir bisher aber nicht méglich gewesen, zu verhindern, daf 
bei dem Hereintun des Organs in das Gefii®B die Luft tiber der 
t{ingerschen Losung sich etwas abktihlte, und es erwies sich 
infolgedessen als erforderlich, nach Hereinbringen des Organs 
in den Apparat ihn etwa 2 Minuten laufen zu lassen, um die 
Luft wieder zu erwiirmen. Der Sauerstoffverbrauch wiihrend 
dieser Zeit wird nicht bestimmt, wohl aber die Kohlensiéure- 
produktion. Der Sauerstoffverbrauch muf also ein wenig zu 
niedrig erscheinen. 

In dieser Form habe ich den Apparat fiir den Magen 
und den Darm angewendet, deren Muskeln unter bestimmten 
Bedingungen in Ringerscher Lésung sich normal verhalten, 
und in dieser Form kann der Apparat ohne weiteres fiir kleine 
Tiere Verwendung finden, die statt des Organs in das Gefiih 
gesetzt wiirden. Ich beabsichtige, eine Reihe von Untersuchungen 
von wirbellosen Tieren verschiedener Klassen mit dem Apparat 
vorzunehmen. 

In einer Reihe von Fillen habe ich den Darm nun aber 
nicht einfach in Ringerscher Lésung schwimmen lassen, 
sondern ich habe ihn durch seine Gefiifbe mit Sauerstoff durch- 
splilt, indem ich ein Rohrchen in die Arteria mesenterica superior 
einband und dieses mit dem Rohr verband, durch das sonst 
der Sauerstoff in die Ringersche Liésung eindringt. Die Venen 
des Darmes waren einfach offen und der Sauerstoff nahm 
seinen Weg durch die Blutgefiihe des Darms in die Ringer- 
sche Lésung und von dort weiter zu den Absorptionsgefafen. 
Eines weiteren Umbaues bedurfte der Apparat hierfiir nicht, 
und in dieser Weise lassen sich Muskeln und vielleicht auch 
andere Organe untersuchen. Einer kleinen Umgestaltung be- 
durfte der Apparat hingegen noch, als ich Organe untersuchte, 
die ich in dem lebenden Tierkérper zu lassen wiinschte. Das 
Organgefi8 fallt fort. Dafiir verband ich hierzu das arterielle 
Zuleitungsrohr des Apparates mit der Arterie des betreffenden 
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Organs und das venvse Rohr, das zu den Absorptionsgefifen 
fiihrt, mit der Vene des Organs. Es strémt somit Sauerstoff 
statt Blut durch die Gefaife des Organs. In den Weg des 
arteriellen Rohres wurde eine Waschflasche mit Ringerscher 
Lisung eingeschaltet und die Anordnung so getroffen, daB ent- 
weder der Sauerstoff durch die Ringersche Lésung hindurchging 
und dann in die Arterie des Organes lief, oder daf{ Ringer- 
sche LOsung eventuell mit einem Zusatz durch die Blutgefiibe 
geleitet werden konnte. In dieser Weise habe ich die Muskeln 
des Hinterbeins von Katzen untersucht. 











Der Gaswechsel der Muskulatur des Diinndarms.') 


Von 
Otto Cohnheim und Dimitri Pletnew. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1910.) 


Mit dem in der vorigen Abhandlung beschriebenen Re- 
spirationsapparat JaBt sich von allen Organen die Muskulatur 
des Diinndarms am leichtesten untersuchen. Ihre Kohlensiure- 
produktion ist friiher bereits von dem einen von uns bestimmt 
worden,?) die Methode bestand damals darin, dali Katzen, die 
in voller Verdauung sich befanden, getétet wurden, indem sie 
mit Ather betiiubt und ihnen dann die Halsgefafe durchschnitten 
wurden. Dann wurde die Bauchhohle erédffnet, der Diinndarm 
schnell der Liinge nach vom Mesenterium losgerissen und in 
Ringersche Lésung geworfen. Dann wurde er zweimal mit 
Ringerscher Lésung ausgespiilt und mit einer Sublimatlésung 
von 0,17°/o gefiillt, an beiden Enden zugebunden, mit Ringer- 
scher Loésung abgespiilt und kam in das Versuchsgefé$. Wir 
bedienten uns derselben Methode. Die Katzen hatten vorher 
immer reichlich Milch gesoffen, der Darm wurde mit Sublimat 
soweit gefiillt, daf er ziemlich prall aussah, dann sind die Be- 
wegungen besser. Das Sublimat hat den Zweck, Bakterien- 
entwicklung im Darm wiihrend der Versuchsdauer zu verhindern 
und auBerdem das Darmepithel abzutéten. Die Muskulatur und 
das die Bewegungen beherrschende Nervensystem werden von 
dem eingespritzten Sublimat nicht geschédigt ; da sie aber auber- 
ordentlich empfindlich gegen kleinste Sublimatmengen sind, die 
in die Ringersche Lésung hereingeraten, so beruht diese Un- 
empfindlichkeit offenbar darauf, daB das Sublimat an das Eiweil 
des Epithels gebunden wird und die Muskulatur gar nicht er- 
reicht. Am SchluB des einstiindigen Versuchs ist das Epithel 


') Mit Unterstiitzung der Heidelberger Akademie der Wissenschaften 
(Stiftung Heinrich Lanz). 
2, O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 461, 1908. 
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immer vollstiindig von dem tibrigen Darm abgelést und libt 
sich leicht herausdriicken, sodaB man den Darm ohne Epithel 
und Inhalt wiegen kann; man wiegt dann Muskeln, Nerven 
und Serosa, wovon natiirlich die Muskeln den weitaus gréBten 
Teil ausmachen. Die Ringersche Lésung enthielt im Liter 
0.3 g NaHCO,, 0,24 g CaCl,, 0,42 g KCl, 9,0 g NaCl. 

Der mit Sublimat gefiillte Darm kam in das Durchleitungs- 
cefif des Apparates, das mit 500 ccm Ringerscher Lésung 
cefiillt war, und fiihrte darin wiihrend der ganzen Versuchs- 
dauer diuBerst lebhafte bewegungen aus. Hauptsiachlich sieht 
man die sogenannten Pendelbewegungen, die vermutlich dem 
Forttransport von Fliissigkeit dienen, auBerdem aber sieht man 
von Zeit zu Zeit peristaltische Einschniirungen tiber den Darm 
hinkriechen. !) 

Die Resultate der Sauerstoff- und Kohlensiiurebestim- 
mungen seien im folgenden zusammengefabt. Die Versuchsdauer 
betrug, wo nichts anderes angegeben ist, immer eine Stunde, 
die Temperatur etwa 39°. 











Sauer- Kohlen- 
Ver-| Ge- |Sauer-/Kohlen-] ctoft | sdure |Resp.- 
wicht} stoff | saure [rj; | Jemerkungen 
such . ' fir L00gu.lStd} Quot. 
g mg mg mg | mg 
l 63 23.4 34,5 34 | 5d 1.07 
21 77 — 50,1 — | 665 -- 
3 41 24,1 25.8 59 | 63 0.78 | Bewegungen schlecht. 
7 Tier war hungrig. 
(i795 — | 644 ~ | — 
D 64 38,6 07 60 | 89 1,07 
| 
6 | 47 | 227] 369 | 48 | 78,5 | 1,17 
7 | 56 - 50,1 — | 87 — 
8 | 48 | 32 57 44,4 | 79 1,29 | Dazu 11 mg Kohlensaure 
ausd.RingerschenLés. 
Versuchsdauer 90 Min. 
d | 49 -- 56,2 — ; 114 — |Bewegungen ungewohn- 
lich lebhaft. 




















‘) Vel. O. Cohnheim, Zeitschrift f. Biol., Bd. XXXVIIL (1899). — 
Rh. Magnus, Pfliigers Archiv, Bd. CII, CII, CVIL, CIX (1904 u. 1905). 
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Die Kohlensaurewerte legen also durchweg hoher, als 
sie in den friiheren Versuchen von Cohnheim waren, sie sind 
etwa 2—3mal so hoch. Zum Teil konnte das daran liegen, 
dali die Versuche damals meist zwei Stunden liefen, jetzt aber 
nur eine Stunde, und dab in der zweiten Stunde ein Absinken 
des Gaswechsels eingetreten ist. Hauptsiéchlich kommt es aber, 
wie spitere Versuche beweisen, daher, dafi in den damaligen 
Versuchen der Sauerstoff, der aus der Bombe herausstrémte, 
nur durch die Fliissigkeit perlte, bei unseren jetzigen Versuchen 
aber ein sehr viel rascherer Strom durch die Ringersche L6- 
sung jagte, die Sauerstoffversorgung ist damals zweifellos un- 
geniigend gewesen. Wir waren aber auch jetzt zuniichst nicht 
sicher, dai der Darm wirklich geniigend Sauerstoff erhielt, unter 
physiologischen Verhiiltnissen erhalten die Muskeln den Sauer- 
stoff ja von den Kapillaren her, in unseren Versuchen muf} er 
durch die Darmwand hindurch diffundieren. Wir haben daher 
noch eine weitere Versuchsreihe angestellt, in der wir ver- 
suchten, den Sauerstoff direkt durch die Kapillaren stroémen 
zu lassen. Dab das bei einzelnen Organen méglich ist, haben 
die Versuche von Magnus!) gezeigt, der Sauerstoff durch die 
Kranzgefiibe des Herzens strémen lief und das Herz dabei 
normale Bewegungen ausfiihren sah. Wir haben die Versuche 
nun so angestellt, dafi wir bei einer gut gefiitterten Katze in 
Athernarkose das Abdomen Offneten, den Diinndarm am oberen 
und unteren Ende durchschnitten und ihn zweimal mit Ringer- 
scher LOsung ausspiilten. Alsdann wurden die Gefiife, die zum 
Duodenum und zum Dickdarm gehen, unterbunden, weil Anasto- 
mosen zwischen den Gefifien des Diinndarms einerseits und 
denen des Magens und des Dickdarms bestehen. Alsdann suchten 
wir die Arteria mesenterica superior auf, die bei der Katze 
leicht zu finden ist, und banden eine Kaniile in sie ein. Dann 
wurde der Diinndarm mit seinem Mesenterium und der in der 
Arterie befestigten Kaniile herausgenommen und in Ringersche 
Losung gelegt. Die Venen des Mesenteriums werden bei der 
Herausnahme durchschnitten. Nun wurden von der Kaniile aus 


') R. Magnus, Archiv f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. XLVI, 1902. 
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die Darmgefifie zuniichst mit Ringerscher Losung und dann 
mit Sauerstoff durchspilt, dann wurde der Darm mit Sublimat 
gefiillt, zugebunden, gut abgespiilt und in das Versuchsgefih 
des Respirationsapparates gelegt. Die Kaniile wurde mit dem 
arteriellen Zuleitungsrohr des Apparates verbunden. Wenn 
nun der Apparat in Gang gesetzt wurde, so lief der Sauerstoff 
minichst durch die Gefifie des Darms und trat dann erst aus 
den Venen in die Ringersche Lésung tiber, von wo er in der 
oben geschilderten Weise zu den Absorptionsgefiiien ging. 

Bei dieser Versuchsanordnung dauerte es gewdohnlich 
einige Minuten, bis die Bewegungen des Darms in Gang kamen, 
dann aber erfolgten sie in genau derselben Weise, meist noch 
etwas lebhafter als bei den friiheren Versuchen. Da der Apparat 
rhythmisch arbeitet, sieht man die Pulsation der Mesenterial- 
cefiiBe wie an einem normalen Tiere mit erOffneter Bauchhdhle. 

Die experimentellen Schwierigkeiten bei diesen Versuchen 
sind nicht allzugrof, dagegen kann es im Laufe des Versuches 
zu einem Hindernis kommen, das dann nicht mehr zu wber- 
winden ist. Wenn der Darm sich in der Fliissigkeit umher- 
wiilzt, kann es geschehen, dafi bei den sehr lebhaften Bewe- 
gungen die Arterie verdreht wird, und damit ist die Pulsation 
des Sauerstoffs durch die BlutgefiiBe natiirlich unterbrochen. 
Da man der Sauerstoffbestimmung wegen das GefaiB nicht mehr 
‘ffnen kann, laéBt sich dem Ubelstand nicht mehr abhelfen, die 
(efabe werden nach einiger Zeit undicht und damit ist die 
Sauerstoffbestimmung verloren. Daher erklaren sich zum Teil 
die flinf Versuche, in denen wir nur die Kohlensiiure haben 
bestimmen kénnen. Was den Druck anlangt, mit dem der 
Sauerstoff durch die Gefiife strémt, so erwies es sich als zweck- 
mifig, ihn auf etwa 70 mm Quecksilber zu bemessen. Als wir 
einmal auf 90 mm stiegen, begann sich der Darm mit Sauer- 
stoff zu fiillen, die Kapillaren waren undicht geworden. Bei 
geringerem Drucke ist der Widerstand zu groB. 

Bei dieser Versuchsanordnung ist die Sauerstolfversorgung 
des Darms nun zweifellos hinreichend, da er unter héherem 
Drucke durch die Kapillaren liuft, als es im Leben der Fall ist. 
Wie die folgende Tabelle beweist, ist der Gaswechsel dabei 
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im allgemeinen nicht héher als bei den Versuchen mit ein- 
facher Sauerstoffdurchleitung durch die L6sung; auch bei diesen 
ist die Sauerstoffversorgung also gentigend. 





Sauer-, Kohlen- 
Ver-] Ge- |Sauer-]Kohlen-] ctoff | siure | Resp.- 























such|Wicht] stot | stiure rir100gu.t Std] Quot, sient 
g mg mg mg | mg 

1 7) - 69,3 — | £92 — 

2 iA) — 64,8 — | 162 -- 

p DD 53,4 _ 9s —- 

4 L6 " 68,0 — | 148 — 

i) 56 — £7 4 — | 8d --- 

6 32 421 62 61 | 89 1,05 | 80 Minuten, dazu 9 mg 
Kohlenséure aus der 
| Ringer-Loésung. 

7 | 90 13,2 | 76,4 i | 8d 1,28 

8 | 76 | 371] 638 | 49 | 8& | 1,24 

9 | 54 | 37,2 ais 69 | _ 


Im Versuch 7 wurde der Sauerstoffverbrauch fir die erste 
und zweite halbe Stunde getrennt bestimmt, er betrug 22,6 mg 
fiir die erste, 20,6 mg fiir die zweite Halbstunde, sinkt also 
nur ganz unerheblich, sodaB die erste Stunde als richtig an- 
genommen werden kann. Ob ein stiirkeres Herabgehen in der 
zweiten Stunde stattfindet, haben wir nicht gepriift, in den 
beiden Versuchen, die linger als eine Stunde dauerten, fand 
sich, dafis Kohlensiiure aus der Ringerschen Losung ausge- 
trieben war, der Darm also Siiure abgegeben hatte, was fiir 
abnorme Verhiiltnisse spricht. Sonst war das niemals der Fall. 


Besprechung der Zahlen. 


Was nun zuniichst die absoluten Werte anlangt, so liegen 
sie bei beiden angewandten Methoden um 80—90 mg Kohlen- 
siiure fiir 100 g Muskeln in einer Stunde. Nur wenige Zahlen 
liegen etwas ab. Die Sauerstoffwerte schwanken um 40—60 mg 
pro 100 g und 1 Stunde. Die Werte sind also 2—3 mal hoher 
als in den friiheren Versuchen, immerhin aber von derselben 
unvergleichlich niedrigeren GréBenanordnung als die Werte fiir 
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Driisen und Skelettmuskeln, die 300—3000 mg fiir 100 g und 
Stunde betragen.') 

Die respiratorischen Quotienten haben wir im ganzen nur 
in 8 Fallen bestimmen k6nnen, nur in einem Falle findet sich 
ein Quotient von 0,78. Dieser Versuch fillt ohnehin aus dem 
Rahmen heraus, da das Tier hungrig war und der Darm sich 
ganz schlecht bewegte. In allen tibrigen Fallen liegen die respira- 
torischen Quotienten ein wenig tiber 1,0; die Tiere waren immer 
reichlich mit Milch gefiittert, hatten also Milchzucker in ihrem 
Darm, sodaB ein respiratorischer Quotient von 1 zu erwarten 
war. Daf die Sauerstoffwerte ein wenig zu klein sind, ist in 
der vorigen Abhandlung ausgefiihrt, dadurch muf der respira- 
torische Quotient ein wenig steigen. Ob der Darm etwaige 
Besonderheiten zeigt, ob es sich gegen Ende der Versuche 
um Spuren Kohlenséure handelt, die mit dem beginnenden 
Absterben zu tun haben, das léBt sich einstweilen nicht sagen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Darmmuskulatur produziert 80 —90 mg Kohlensiiure 
pro 100 g und Stunde und verbraucht eine entsprechende Menge 
Sauerstoff. 

2. Es gelingt, einen guten Gaswechsel herbeizufiihren, wenn 
man statt des Blutes Sauerstoff direkt durch die Kapillaren leitet. 


') Vgl. O. Cohnheim, I. ec. 








Der Gasumsatz der Magenmuskulatur.') 
Von 


Otto Cohnheim und Dimitri Pletnew. 
Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


Der Redaktion zugegangen am 4. August 1910.) 


Im Gegensatz zu dem Diinndarm bewegt sich der aus 
dem Ko6rper entfernte Magen von Hunden und Katzen in 
Ringerscher Lésung nicht oder ganz mangelhaft. Beim Hunde- 
magen kann man in der feuchten Kammer einzelne Bewegungen 
sehen, welche die Form dieser Bewegungen zu erkennen ge- 
statten. An diesem Objekt haben Hofmeister und Schitz?) 
die Bewegungen des Magens zuerst studiert. Der Katzenmagen 
scheint sich nicht besser zu bewegen. Es ist uns indes gelungen, 
auch den Magen auberhalb des Korpers zu lebhaften Bewe- 
gungen zu veranlassen, indem wir eine Beobachtung Cannons 
benutzten. Cannon*) zeigte namlich, dali nach Durchschnei- 
dung der zum Magen fiihrenden Nerven die Bewegungen des 
Magens fiir einige Zeit aufgehoben sind, dah sie aber spiiter 
wieder anfangen und in der zweiten Woche wieder ganz normal 
werden. Die autonomen Zentren, die in der Muskulatur des 
Magens gelegen sind, werden in dieser Zeit also selbstindig. 
Wir vermuteten und es bestiitigte sich, daf% zur Zeit der Selb- 
stiindigkeit der autonomen Zentren der Magen auch auferhalb 
des Kérpers so gut Bewegungen ausfiihren wiirde, wie der 
Darm. Wir durchschnitten daher in Athernarkose unter asep- 
tischen Kautelen bei Katzen beide Vagi und beide Splanchnici; 
lieben die Tiere eine Reihe von Tagen am Leben und unter- 


') Mit Unterstiitzung der Heidelberger Akademie der Wissenschaften 
(Stiftung Heinrich Lanz), 

?) F. Hofmeister und J. Schiitz, Archiv f. exp. Path. u. Pharm., 
Bd. XX, S. 1, 1885. — W. B. Cannon, Americ. Journ. of Physiol., Bd. XX. 

*) W. B. Cannon, American Journal of Physiology, Bd. XVII, 1906. 
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suchten erst dann ihre Miigen. Die Durchschneidung der Splanch- 
nici erfolgte nach den Angaben von Langley und Magnus, 
wie sie von Magnus!) genau beschrieben worden sind. Es 
wurden alle Nerven, die mit der Arteria coeliaca und mit der 
Arteria mesenterica superior verlaufen, im Mesenterium durch- 
schnitten, letztere wegen etwaiger Anastomosen am Magen- 
ausgang. Die Splanchnici wurden also postganglioniir ausge- 
schaltet. Die Vagi haben wir zuerst am Halse zu durchschneiden 
versucht, verloren aber mehrere Tiere. Cannon scheint nach 
einer Bemerkung in seiner Publikation auch Schwierigkeiten 
gefunden zu haben. Wir durchschnitten nun die Vagi in der 
Bauchhohle, unmittelbar unter dem Zwerchfell. Man zieht den 
Magen hervor und sucht an der Cardia die Vagusiiste auf. 
In der Regel ist jeder Vagus hier bereits in Aste geteilt und 
es ist daher notig, die Durchschneidung sehr sorgfiltig rings 
um die Cardia auszufiihren. Diese Durechschneidung und die 
der Splanchnici fiihrten wir in einer Sitzung aus, und es gelang 
uns, drei Katzen am Leben zu erhalten. 

Am Versuchstage wurde die Katze get6tet, die Bauch- 
hihle rasch eréffnet und der Magen herausgenommen, sodab 
ein Stiickchen Speiserdhre und ein Stiickchen Darm noch an 
ihm hingen. In beide wurden Glasréhren eingebunden und 
diese durch ein Gummirohr miteinander verbunden. Vorher 
wurde der Magen, der in allen drei Fallen mit Fleischresten 
gefullt war, noch mit Salzséure von 0,2°/o stark angefiillt. 
Wenn der Magen nun Bewegungen ausfiihrte, so mubBte er 
seinen Inhalt durch den Pylorus austreiben, der Inhalt kam 
dann aber durch das Gummirohr durch die Cardia wieder in 
den Magen zuriick. Der Magen muBte also wirkliche Arbeit 
leisten, es ging aber nichts von seinem Inhalt in die Ringersche 
Losung iiber. In den zwei gut gelungenen Fallen sah man tat- 
siichlich den Inhalt durch die Glasréhrehen str6men. Es zeigte 
sich aber auch in allen Fiiilen, daB Kohlenséure aus der Ringer- 
schen Lésung ausgetrieben war, es war offenbar Salzsaure 
durch die Magenwand nach auBen gegangen. Die drei Versuche, 


') R. Magnus, Pfliigers Archiv, Bd. CXV, S, 324 (1906). 
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die ebenfalls eine Stunde dauerten, fiihrten zu folgenden Re- 
sultaten: 

Versuch I. 3 Tage nach der Operation. Der Magen zeigte 
keine Spur von Bewegung und verbrauchte in 35 Minuten 
keinen Sauerstoff. Spiiter wurde Chlorbaryum zugesetzt, und 
der Magen kontrahierte sich kraftig. Sauerstoffverbrauch 9,2 mg, 
Kohlensiiureproduktion 73,8 mg. Vgl. die nachste Abhandlung. 

Bei den beiden folgenden Versuchen zeigte der Magen 
dagegen auberordentlich lebhafte Bewegungen. Der Fundusteil 
verhielt sich vOllig ruhig. Der Pylorusteil dagegen zeigte eine 
peristaltische Welle nach der anderen. Es liefen fortwéhrend 
ganz tiefe Einschniirungen tiber ihn hin. Das Bild war genau 
so, wie es von Cannon bei der Katze, von den Radiologen 
beim Menschen oft geschildert ist. Nur fiel uns auf, dab die 
Wellen sich nicht auf das Stiick beschréinkten, das nach dem 
anatomischen Bau der Schleimhaut als Antrum pylori bezeichnet 
werden mu. Sie beginnen vielmehr etwa in der Mitte zwischen 
Cardia und Pylorus. In einem Falle bildete sich an dieser 
Stelle eine ganz tiefe Einschniirung und blieb fast 20 Minuten 
unveriindert an dieser Stelle stehen, wiihrend distalwiérts die 
Wellen fortliefen. Derartige Bilder sind auch radiologisch ge- 
sehen worden und haben schon zu der irrtiimlichen Annahme 
eines Sanduhrmagens gefiihrt. Die ganze Methodik, bei der 
Katze erst die Nerven zu durchschneiden und spiéter den Magen 
herauszunehmen, kann bei dem Studium der Magenbewegungen 
zweifellos gute Dienste leisten. 

Versuch II. 6 Tage nach der Operation. Gewicht des 
Magens 27 g, davon 11 g Muskeln, 16,5 mg Kohlensaure, dazu 
16,1 mg ausgetriebene, 8—10 mg Sauerstoff. 70 Minuten. 

Versuch III. 8 Tage nach der Operation. Gewicht 26 g, 
davon 9 g Muskeln, 23,3 mg Kohlensdure, dazu S mg ausge- 
triebene, die Sauerstoffbestimmung ging leider verloren. Ver- 
suchsdauer 90 Minuten. 

Endlich haben wir noch zweimal den Magen von neu- 
geborenen Hiindchen 24 Stunden nach der Geburt in derselben 
Weise auf seinen Gaswechsel studiert, es ergab sich, daf im 
Gegensatz zum erwachsenen Tier der Magen des neugeborenen 
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auch ohne vorherige Nervendurchschneidung kriiftige und regel- 
miBige Bewegungen zeigt. Hier sind offenbar die einzelnen 
Organe noch selbstindiger. 

Versuch IV. Kleiner Hund, Gewicht des leeren Magens 
1 g, Sauerstoffverbrauch 1 mg. 

Versuch V. Gewicht des Magens 2,5 g, 11,1 mg Kohlen- 
siiure, dazu 9,6 mg ausgetriebene Kohlensiiure. 1 Stunde. 

Der respiratorische Quotient konnte nur in einem Falle 
bestimmt werden und da bestand eine Unsicherheit. Er scheint 
etwa von der Gréfe zu sein, wie bei den Darmversuchen. Die 
Muskulatur des Magens produziert bei ununterbrochener starkster 
Titigkeit 170 und 175 mg Kohlensiiure fiir 100 g und Stunde. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 8 











Der Gaswechsel der Magen- und Darmmuskulatur 
bei ungeniigender Sauerstoffversorgung und unter dem EinfluB 
von Chlorbaryum. ') 
Von 


Otto Cohnheim und Dimitri Pletnew. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1910.) 


In den friheren Versuchen des einen von uns?) war die 
Sauerstoffdurchleitung sehr viel schwiicher als in unseren 
jetzigen Versuchen. Wir haben daher, um einen Vergleich zu 
haben, noch zwei Versuche angestellt, mit einem Sauerstoff- 
strom, der den friiheren Versuchen entsprach. 

















Ge- |Sauer- Kohlen- 





Ver- a Resp.- | 
wicht | stoff sdure | Bemerkungen 
such Quot. | 
g mg mg 
I 433 9.8 38,6 | 3 | Durchleitung durch die Gefafe 
4 48 | 8.1 41,6 3,2 > » Fliissigkeit 


| 
| 


Unter diesen Bedingungen erhalt man also giinzlich ab- 
norme Werte, die Kohlensiureproduktion bleibt zwar hoch, 
der Sauerstoff sinkt dagegen so stark, dafi giinzlich unmogliche 
respiratorische Quotienten herauskommen. Wenn gar kein 
Sauerstoff vorhanden ist, bewegt sich der Darm auch noch 
und produziert auch noch Kohlensaure, die aber nicht einer 
normalen Atmung entstammt. Von dem quergestreiften Muskel 
ist dieses «Leben ohne Sauerstoff> schon lange bekannt und 
die alteren Physiologen haben z. T. weitgehende Schliisse daraus 
gezogen. Es diirfte richtiger sein, die Bewegungen und die 


') Mit Unterstiitzung der Heidelberger Akademie der Wissenschaften 
(Stiftung Heinrich Lanz). 
*) 0. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 461 (1908). 
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Kohlenséureproduktion unter diesen Bedingungen als eine Ab- 
sterbeerscheinung zu betrachten, die mit dem normalen Ge- 


schehen nichts zu tun hat. 

Der eine von uns hatte in der friiheren Arbeit Versuche 
iiber die Dauerkontraktion der glatten Muskeln angestellt und 
diese Dauerkontraktion durch den Zusatz von Chlorbaryum zur 
Ringerschen Loésung hervorgerufen. Wir haben ebenfalls der- 
artige Versuche gemacht. 


Versuch III. 





et 
] | , | | 
| Ge- |Sauer- Kohlen- | 
Ver- | G ns -Resp.- 
| wicht | stoff | saure Bemerkungen 
such | | Quot 
| g | mg | mg 
l | : 
3 | 58 | 26,6 78,6 | 2,2 4 Tropfen 10° viges Chlorbaryum 
» | 0 | 13.6 m2 9 | 39 | 1 ccm 10° /oiges Chlorbaryum, 7 mg 
+ | 7 | —o,0 00,4 OG } . - dl - 
| - ™ ausgetriebene Kohlensiiure 
| wh | ’ je ‘ 
5 | Magen! 9,2 13,8 | 6 4cem 10°oiges Chlorbaryum 


Chlorbaryum /aft also die Kohlensaéureproduktion schein- 
bar unveriindert und in der friiheren Untersuchung, bei der 
nur die Kohlensiiure bestimmt war, erschienen diese Versuche 
als brauchbar. Die gleichzeitige Bestimmung des Sauerstoffs 
hat uns nun belehrt, daB wir es unter dem Einflu{ des Chlor- 
baryums mit einem Zustande zu tun haben, wie bei Sauerstoff- 
mangel, und dai aus derartigen Versuchen auf das normale 
Geschehen nicht geschlossen werden darf. Die Schlubfolge- 
rungen der friiheren Abhandlung, soweit sie sich auf die Dauer- 
kontraktion der glatten Muskeln beziehen, sind damit hinfillig. 


K* 








Uber den Gehalt blutfreier Organe an Erepsin. 
Von 


Otto Cohnheim und Dimitri Pletnew (Moskau). 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1910.) 


Salkowski') als erster und spiiter Jacoby?) haben mit 
der von ihnen angewandten Methode der «Autodigestion» oder 
«Autolyse» gefunden, daf in den Organen und Geweben Endo- 
enzyme vorhanden sind, vermittelst deren eine EKiweifspaltung 
zustande kommt. Auf anderem Wege ist es Vernon®*) gewesen, 
der die Anwesenheit des von einem von uns‘) im Jahre 1901 in 
der Darmschleimhaut gefundenen Erepsins in verschiedenen 
Geweben festgestellt hat. Es erwies sich bei seinen Versuchen, 
daf} am erepsinreichsten die Darmschleimhaut und davon die 
Duodenalschleimhaut ist, wiihrend alle anderen Gewebe be- 
deutend im Gehalt des Erepsins nachbleiben, mit Ausnahme 
nur der Nieren, die ungefihr doppelt so reich an dem Ferment 
sind, wie jedes andere Organ. Die letzte Stelle in der Reihe gehort 
dem Blut und Serum, die nur kleine Mengen Erepsin enthalten. 

Abderhalden®) und seine Mitarbeiter haben das Vor- 


') E. Salkowski, Zeitschrift f. klin. Med., Bd. XVII, Supplem., 
Ss. 77, 1891. 

*) M. Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 158, 1900; Bd. XXXII, 
S. 126, 1901; Hofmeisters Beitrage, Bd. III, S. 446, 1903. 

3) H. M. Vernon, Journal of Physiol., Bd. XXX, S. 330, 1903; 
Bd. XXXII, 8. 53, 1904; Bd. XXXIII, S. 81, 1905. 

‘)O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 451, 1901; 
Bd. XXXV, S. 134, 1902. 

*) E. Abderhalden und Y. Teruuchi, Diese Zeitsehrift, Bd. XLVII, 
S. 466, 1906; Bd. XLIX, S. 1, 1906. — E. Abderhalden und A. Hunter, 
ebenda, Bd. XLVIII, S. 537, 1906. — E. Abderhalden und P. Rona, 
ebenda, Bd. XLIX, 8. 31, 1906. — E. Abderhalden und O. Prym, ebenda, 
Bd. LUI, S. 320, 1907. — E. Abderhalden und F. Lussana, ebenda, 
Bd. LV, S. 390, 1908. — E. Abderhalden und P. Rona, ebenda, Bd. LX, 
S. 415, 1909. — E. Abderhalden, A. H. Koelker und F. Medigreceanu, 
ebenda, Bd. LXII, S. 145, 1909. — E. Abderhalden und F. Medigre- 
ceanu, ebenda, Bd. LXVI, S. 265, 1910. — E. Abderhalden und 
J. Pincussohn, ebenda, Bd. LXVI, S. 277, 1910. — E. Abderhaldeun, 


ebenda, Bd. LXVI, 8. 137, 1910. 
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handensein proteolytischer Fermente in verschiedenen Organen 
yerschiedener Tiere an einem ausgedehnten Material bestiatigt. 
Indessen bleibt immer noch der Einwand mdglich, daf es sich 
hier nicht um reine Organ- und Gewebsfermente handelt, dab 
vielmehr eine Beimischung der Fermente der verschiedenen 
Blutkérperchen vorliegt. Es ist namlich von verschiedenen 
Beobachtern!) gefunden worden, dab im Gegensatz zu Plasma 
und Serum Leukocyten, rote Blutkérperchen und Blutpliittchen 
reich an Fermenten sind. Vernon sagt in seinen Arbeiten 
nichts tiber die Art, wie er die Organe vom Blut befreit hat. 
Abderhalden mit seinen Mitarbeitern befreite zwar «tunlichst» 
die von ihnen untersuchten Organe vom Blut, aber itiber die 
Methode ist nichts angegeben, und es war das meiste von ihnen 
benutzte Material vom Schlachthaus bezogen. Befreit man die 
QOrgane aber erst extra corpus von Blut, so kann man_ nicht 
vollkommen sicher sein, dafB Blutkérperchen, besonders Blut- 
pliittchen nicht an den Geweben haften und ihre fermentative 
Wirkung bei den Versuchen austiben. Nur Bloch,?) der in 
Jacobys Laboratorium arbeitete, hat die Leber im blutfreien 
Zustande untersucht, und Autolyse beobachtet. 

Wir hielten es deshalb fiir zweckmébig, den Gehalt der 
Organe an Erepsin nachzukontrollieren. Um moglichst die Bei- 
mischung der Blutfermente zu vermeiden, haben wir die Tiere 
— Katzen —- lebend mit erwirmter Ringerscher Losung aus- 
gewaschen und zwar auf folgende Weise.*) Es wurde eine 

‘) E. Miller und Jochmann, Miinch. med. Wochenschr., 1906, 
». 13938, 1507, 1552 und 2002. — E. Abderhalden und H. Deetjen, 
Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 334, 1907; Bd. LIII, S. 280, 1907. —E Abder- 
halden und B. Oppler, ebenda, Bd. LUI, S. 294, 1907. — E. Abder- 
halden und P. Rona, ebenda, S. 380. — E. Abderhalden und 
J.S. MeLester, ebenda, Bd. LV, S. 371, 1908. — E. Abderhalden 
und W.H. Manwaring, ebenda, Bd. LV, S. 377, 1908. — E. Abderhalden 
und L. Pincussohn, ebenda, Bd. LXI, S. 200, 1909; Bd. LXII, S. 243, 
1909. — E. Abderhalden und W. Weichardt, ebenda, Bd. LXII, S. 120, 
1909, —E. L. Opie, The Journ. of exper. Med., 1905; Rockefeller Instit., 
sd. 1V, 1905; Bd. VI, 1906. — H. Deetjen, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, 1909. 

7) E. Bloch, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 519 (1909). 

*) Vgl. O. v. Fiirth, Archiv f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. XXXVI, 
». 231 (1895). 
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Carotis gedffnet, aus welcher das Blut hinausspritzte, wiihrend 
zur gleichen Zeit in die Vena jugularis die Ringersche Lésung 
unter stéindigem Druck hineinfloB. Man konnte dabei beobachten, 
dafi die aus der Carotis ausstrOmende Fliissigkeit allméhlich 
ganz klar wurde, bei noch schlagendem Herzen. Nachdem das 
Tier auf solche Weise entblutet war, wurden die zur Unter- 
suchung genommenen Organe noch einzeln mit Ringerscher 
Losung ausgewaschen auf die Weise, dafi die Ringersche 
Losung durch das zufiihrende GefaéB unter Druck durchgeleitet 
wurde und vermittelst der Vene das Organ verlief. Nach dieser 
griindlichen Durchspiilung wurden die Organe mit der Schere 
zerkleinert, mit Quarzsand sorgfiiltig zerrieben und mit Wasser 
aufgenommen. Der Hauptteil l6ste sich, doch nicht alles. 
Die Emulsion wurde ohne Filtration verwendet. 

Zur Priifung auf das Vorhandensein von Erepsin hat 
Vernon das Verschwinden oder Schwiicherwerden der Biuret- 
reaktion von Witte-Pepton benutzt. Abderhalden') und 
seine Mitarbeiter beobachteten die Abspaltung von Tyrosin aus 
Glycyltyrosin oder die Spaltung anderer bekannter Dipeptide oder 
sie verfolgten die Spaltung von Seidenpepton in Aminosduren, 
die sich durch Anderung der Drehung kundtut. Diese Methoden 
sind fiir bestimmte Fragestellungen von Wert oder wenn es 
sich darum handelt, den Verlauf einer gréSeren Reihe von 
Spaltungen zeitlich zu verfolgen. Uns kam es nur darauf an, 
die An- oder Abwesenheit eines Pepton spaltenden Ferments 
festzustellen und eine angeniiherte Vorstellung der Ferment- 
menge zu erhalten. Wir haben daher einfach Pepsinpepton zu 
den Organextrakten hinzugesetzt und nach Ablauf bestimmter 
Zeiten in dem enteiweiften Extrakt die Biuretreaktion gepriift. 
Das Pepton wurde durch weitgehende, in Dialysierschlauchen 
erfolgende Verdauung von ausgekochtem Fleisch mit Pepsin- 
oxalsiiure gewonnen,”) das Pepsin stellten wir uns durch Ex- 


') E, Abderhalden und H. Koelker, Diese Zeitschrift, Bd. LI, 
4 (1907). — E. Abderhalden und A. Gigon, ibid., Bd. LIII, 
»1 (1907). — E. Abderhalden und A. Schittenhelm, ibid., Bd. LX], 
21 (1909). 

*) O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 451 (1901): 
Bd. XLIX, S. 65 (1906). 
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traktion der Schleimhaut des Fundusteils von Schweinemagen 
selbst dar. Die Oxalséure wurde mit Kreide entfernt, die Lésung 
aufgekocht und filtriert. Die Peptonlésung enthielt im Kubik- 
zentimeter 25,7 mg N, also ungefihr 0,16 g Pepton, gab eine 
starke, rein rote biuretreaktion, enthielt keine Oxalsiiure, Spuren 
von Kalk und reagierte auf Lackmus neutral. 

Dies Pepton wurde zu den Organlésungen zugesetzt, die 
Lésung mit Toluol versetzt in den Brutschrank gestellt. Dann 
wurden Proben entnommen, mit Kochsalz und Essigsiiure auf- 
gekocht, filtriert und in dem Filtrat die Biuretreaktion gepriift. 


1. Versuchsrethe. 


2 Katzennieren, 11 g schwer, wurden in der geschil- 
derten Weise behandelt und auf 300 cem Wasser gebracht, 
das Gemisch wurde in 2 Teile geteilt: 

a) 150 cem Losung, 10 ccm Peptonlosung mit 1,6 g Pepton, 
10 cem defibriniertes Blut von demselben Tier. 

b) 150 ccm Losung, 10 ccm Pepton, kein Blut, 10 cem 
Wasser. 

c) 150 cem Wasser, 10 cem Blut, 10 ccm Pepton. 

Nach 2 Stunden zeigen alle 3 deutliche Biuretreaktion, 
nach 7 Stunden c unveriindert, a und b schwache Biuretreaktion, 
in b anscheinend schwiicher, nach 20 Stunden a ganz schwache 
Reaktion, b keine Biuretreaktion, c anscheinend unverdndert. 

Nach 24 Stunden wurden zu a und b weitere 10 ccm 
Peptonlésung hinzugesetzt; in weiteren 32 Stunden wird die 
Biuretreaktion in b sehr schwach, in a bleibt sie erhalten, 
wenn auch wohl abgeschwicht. 

Die Peptonspaltung durch Nierenextrakt geht also auch 
bei vollstiindiger Entfernung des Blutes vor sich, ja sie scheint 
durch Hinzufiigung von Blut verlangsamt zu werden. 


2 Versuchsrethe. 


Es wurden von einer Katze beide Nieren, 10 g schwer, 
von einer anderen Katze Lungen, 16 g schwer, und von den 
quergestreiften Muskeln desselben Tieres 45 g genommen und 
auf beschriebene Weise verarbeitet. Die Nieren wurden auf 
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160 ccm Emulsion gebracht, also 10: 160, die Lungen 16 : 200, 
die Muskeln 45:250. Von allen diesen Lésungen wurden 
20, 40 und 60 ccm genommen, je mit 3 ccm unserer Pepton- 
losung gemischt und unter Toluolzusatz in den Brutschrank 
gesetzt. Wie in der ersten Versuchsreihe, so auch hier, wurde 
die Biuretprobe 4mal tiglich vorgenommen. Es erwies sich 
dabei, dafi} nach 6 Stunden in der Nierenemulsion bei 60 ecm 
Emulsion kaum Spuren von Pepton noch vorhanden waren, 
bei 40 ccm deutliche Spuren und bei 20 ccm schwache, aber 
doch deutliche (qualitativ starker als bei 40 ccm) Biuretreaktion 
zu sehen war. 20 Stunden nach Anfang des Versuches, am 
Morgen des niichsten Tages, fiel in 40 und 60 ccm Nieren- 
emulsion die Biuretprobe negativ aus, wahrend bei 20 ccm sie 
noch spurenweise vorhanden war. 

Bei der Muskelemulsion fiel die Biuretreaktion bei 60 ccm 
nach 68 Stunden, bei 40 ccm nach 76 Stunden und bei 20 ccm 
nach 86 Stunden nach Beginn des Versuches negativ aus. 

Bei der Lungenemulsion ist die Biuretreaktion nach 58 (?) 
Stunden bei 60 ccm negativ, bei 40 ccm ist sie nach 62 Stunden 
und bei 20 cem nach 76 Stunden negativ. 

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dai die Quantitat 
des proteolytischen Fermentes am stirksten in der Niere ist, 
weiter folgen die Lungen, und noch weiter stehen die quer- 
gestreiften Muskeln zuriick. Berechnen wir die angegebenen 
Zahlen auf Organgewicht in jeder Emulsion, so ergibt es sich, 
dafi 3 cem Peptonlésung oder etwa 0,5 g Pepton von 

3,7 g Nieren in 20 Stunden, 

4.8 ¢ Lungen in 58 Stunden, 

10,8 g quergestreiften Muskeln in 68 Stunden 
gespalten werden. Die Reihenfolge der Organe ist dieselbe wie 
in Vernons Versuchen. 

Das Erepsin, oder jedenfalls ein Ferment, das Pepton wie 
Erepsin spaltet, kommt also nicht etwa dem Blute zu, sondern 
den Organzellen selbst. 

















Uber Bewegungsreflexe des Magendarmkanals. 
Von 
Fr. Best und Otto Cohnheim. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. Best.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1910.) 


Seit den Untersuchungen Pawlows ist es bekannt, dah 
die Entleerung des Magens gehemmt wird, wenn Siiure oder Ol 
ins Duodenum gebracht werden, und diese sogenannten Pylorus- 
rellexe sind in den letzten Jahren eifrig studiert worden.!) Nun 
haben Baumstark und Cohnheim?) gefunden, dafi auch der 
Diinndarm Flissigkeiten rhythmisch fortspritzt, wie es der Magen 
tut, und daf diese rhythmischen Bewegungen des Diinndarms 
ebenfalls durch Salzsiure gehemmt werden kénnen, die unter- 
halb in den Diinndarm eingespritzt wurde. — Wir haben diese 
Reflexe an drei Hunden mit einer Duodenalfistel, einer Fistel 
im oberen Jejunum und einer Fistel etwa in der Mitte des 
Diinndarms genauer studiert, die an den betreffenden Stellen 
eine Kaniile mit Einspritzvorrichtung trugen.*) Ein Unterschied 
in der Art der Bewegung und der Art der Reflexe konnte 
zwischen den beiden ersten Hunden nicht gefunden werden. 
Wenn die zwei Tiere gesoffen hatten, begann das Herausge- 
spritztwerden von Wasser in ktrzester Zeit und erfolgte sehr 
regelmaBig in grofen Schiissen 3—4 mal in der Minute; wenn 
die Tiere gefressen hatten und die Nahrung erst im Magen und 
Darm verfliissigt war, waren die Schiisse kleiner und nicht so 
regelmaBig. An beiden Stellen rief Einfiihrung von Salzséure 
— 20 ecm 0,25°/o — nach 20—40 Sekunden ein Sistieren 
der Entleerung fiir 3—5 Minuten hervor, Einspritzung von 20 ccm 
Qliven6l lie& die Entleerung ebenfalls aufhéren, aber die Wir- 
kung trat erst nach 5—6 Minuten ein und dauerte dafiir 25—35 





') L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 185 (1905). 
O. Cohnheim, Miinchener med. Wochenschr. 1907, S. 2581. 
*) R. Baumstark und O. Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. LXV, 
S. 483 (1910). 
*) O. Cohnheim, Zeitschrift f. biolog. Technik u. Methodik, Bd. I, 
S. 268 (1909). 
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Minuten. Bei dem 3. Hund, dessen Kaniile sich loste und der 
daher nur zu wenigen Versuchen dienen konnte, konnte nur 
die rhythmische, schuBweise erfolgende Entleerung von Wasser 
und die Hemmung durch Salzsiiure beobachtet werden. Beides 
aber war deutlich. 

Daf es sich hierbei um Reflexe handelte, war von vorn- 
herein mit Sicherheit anzunehmen, da ja eine ausgesprochene 
Fernwirkung bestand. Wir haben den Reflexcharakter dieser 
Wirkung von Siiure und O! aber noch dadurch gesichert, daf 
wir in den Darm kleine Mengen von Novocain einfiihrten — 
3—4 cg —, dadurch wurde die Wirkung von Ol und Siiure fiir 
mindestens eine halbe Stunde vollkommen aufgehoben. Die 
Schiisse wurden wie vor der Einspritzung entleert. Novocain beein- 
flubte die Entleerung an sich in keiner Weise, wenigstens in diesen 
kleinen Dosen; bei 6 cg waren die Tiere in ihrem Wohlbefinden 
deutlich beeintriichtigt und verweigerten die Nahrungsaufnahme. 

Die Secretion von Pankreassaft, die ja durch ein Hormon 
hervorgerufen wird und nicht unter dem EinfluB des Nerven- 
systems steht, bestand dagegen unveriindert fort. Diese Wir- 
kung des Novocains ist 1. physiologisch interessant, da bisher 
zentripetale Nerven im Gebiete des Diinndarmes nicht mit Sicher- 
heit nachgewilesen sind, und 2. gestattet sie, die Verdauung mit 
AusschluB oder Abschwiichung der normalen Reflexe zu studieren. 

Da die Hemmung durch die Saure und Ol im ganzen Diinn- 
darm stattfindet, lag es nahe, zu untersuchen, ob es sich eigent- 
lich bei diesen bisher sogenannten Pylorusreflexen um einen 
wirklichen Schlufi des Sphincter pylori handelt. Wir haben 
infolgedessen bei zwei Hunden die Duodenalkaniile soweit nach 
vorn gelegt, dai sie unmittelbar hinter den Pylorus zu liegen 
kam und kein Stiick Darm mehr zwischen Kaniile und Pylorus 
lag. Bei diesen Tieren war es unmdglich, durch Einspritzung 
von Siiure eine Hemmung der Magenentleerung hervorzurufen. 
Ol wirkte dagegen auch hier hemmend. Bei zwei weiteren 
Hunden legten wir die Duodenalkaniile etwa 10 em vom Pylo- 
rus entfernt an und entfernten ein grofes Stiick aus dem Muskel- 
ring des Sphincter pylori. Das Lumen des Magens wurde da- 
bei nicht erdffnet: die Wunde wurde durch Netz gedeckt. — Bel 
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diesen Tieren war durch Ol keine Hemmung der Magenent- 
leerung hervorzurufen, Salzsiiure wirkte dagegen, ganz wie wenn 
der Sphincter noch vorhanden gewesen wire und Fiitterungs- 
versuche (Probemahizeit, Fleisch) ergaben an diesen Tieren vollig 
normale Werte fiir die Bewegung und die Secretion des Magens. 

Die Hemmung der Magenbewegungen durch Ol] bezieht 
sich also auf den Magen, wenn sie auch freilich auferdem dem 
Darm zukommt. Die Salzsiurewirkung auf den Magen ist da- 
gegen kein Pylorusreflex, sondern ein Darmreflex, der mit dem 
Magen gar nichts zu tun hat. 

Hierdurch werden erst die Resultate der Chirurgen ver- 
stiindlich, die nach Gastroenterostomien und ausgedehnten Re- 
sektionen im Pylorusteil des Magens normale Verdauung beob- 
achteten. Cannon und Blake!) und Schoemaker?) haben 
derartige Versuche auch an Katzen und Hunden vorgenommen, 
und ebenfalls normale Entleerungszeit und normale Entleerungs- 
art beobachtet. Cannon und Blake kamen zu der Annahme, 
dai die «rhytmic segmentations» des Diinndarms die allzu 
schnelle Entleerung des Magens hemmten. Unsere Beobach- 
tungen, dafi jeder beliebige Teil des Darms die Hemmung durch 
Salzsiiure und durch Ol zeigt, geben die Erklirung. 

Wir haben ferner nach der Ursache der normalen Bewe- 
sung des Magenausgangs gesucht. Cannon) hat gezcigt, dab 
Salzsiiure im Magen den Pylorus Offnet und Peristaltik des 
Magenausganges hervorruft. Aber die Salzsiiure braucht nicht 
die einzige Ursache der Bewegung zu sein. Cohnheim und 
Dreyfus*) haben schon beschrieben, dafi das Vorhalten von 
Nahrung und Wasser bei hungrigen und durstigen Hunden der 
Magenentleerung regelmiifiig einen neuen Impuls gibt. Wir haben 
uns oft davon iiberzeugt, daf bei einem Hunde, der mit leerem 
Magen siiuft, das Wasser in Schtissen aus der Duodenalfistel 


') W.B. Cannon una J.B. Blake, Annals of Surgery, Vol. XXXVII, 
Mai 1905. 

2) J. Schoemaker, Mitteil. a. d. Grenzgebiete der Medizin und 
Chirurgie, Bd. XXI, S. 719, 1910. 

8) W.B. Cannon, Americ. Journ. of Physiology, Bd. XX, 5. 283 (1907). 

*) O. Cohnheim und G. L. Dreyfus, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, 
>. 50 (1908), 
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gespritzt wird, ohne daf man in diesem Wasser saure Reak- 
tion nachweisen kann. Es kann auch nicht eingewendet werden, 
daB etwa Salzsiure schon in den Magenwaénden vorhanden 
war und die Bewegung hervorrief, daf wir sie aber in dem 
ausstrOmenden Wasser nicht nachweisen konnten. Denn die 
Entleerung des Magens beginnt beim Saufen in wenigen Sekun- 
den, die Secretion aber hat eine Latenzzeit. Sodann haben 
wir bei einem Hunde mit Oesophagotomie und Magenfistel Wasser 
direkt in den Magen eingebracht und den Hund gleichzeitig 
bald saufen lassen, bald nicht, und die Versuche bei durstigen 
und nicht durstigen Hunde angestellt. Es kamen je 300 ccm 
Wasser von immer gleicher Temperatur in den Magen. Nach 
10 Minuten konnten aus der Magenfistel entleert werden: 


Ohne gleichzeitiges Mit gleichzeitigem Mit Saufen bei starkem 

Saufen Saufen Durst 
220 ccm 180 ccm 160 ccm 
225» 180» 170 >» 

18d 

— 200 » — 

~-- 200 » _ 

— POD» _— 


Ks kamen je 300 physiologische Kochsalzlésung von 
Zimmertemperatur in den Magen. Nach 10 Min. wurden entleert 


Durstig Nicht durstig 
150 ccm 170 ccm 
— 180 >» 


Saufen beschleunigt also die Magenbewegungen, und das- 
selbe tut Durst. Es besteht also analog der psychischen Secretion 
auch eine psychische Motilitaét des Magens. Diese ist bei Ver- 
suchen und bei Diitvorschriften stets zu beriicksichtigen, da 
Fliissigkeiten, die mit der Sonde oder durch eine Fistel in den 
Magen eingebracht werden, ihn langsamer und anders verlassen, 
als wenn sie von dem Hund mit Appetit gesoffen werden. 
Unsere Resultate stimmen vortrefflich tiberein mit den soeben 
publizierten Untersuchungen am Menschen von Haudek und 
Stigler,!) die eine Verlangsamung der Magenentleerung sahen, 
wenn ohne Appetit gegessen wurde. 

1) M. Haudek und R. Stigler, Pfliigers Archiv, Bd. CXXXIII, 


S. 145 (1910). 





Uber die Verweildauer von Fliissigkeiten im Magen. 
Von 
Franz Best und Otto Cohnheim. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. Best.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1910.) 


Seit den ersten Untersuchungen von Hirch, v. Mering 
und Moritz tiber die Pylorusreflexe ist es bekannt, dai Wasser 
den leeren Magen rasch verlift, und Cohnheim!’) hat be- 
obachtet, dab es auch durch den gefiillten Magen schnell hin- 
durchliiuft. Alle diese Beobachtungen sind aber seinerzeit nur 
mit Wasser angestellt worden und es war von Interesse, auch 
andere Flissigkeiten zu untersuchen. Otto?) und Carnot und 
Chassevant*) haben gesehen, daf isotonische Salzlosungen 
rascher den Magen verlassen als reines Wasser und als kon- 
zentriertere Salzlésungen. Ahnliche Beobachtungen machte 
Miiller*) betreffs der Temperatur; sehr kalte und sehr warme 
Fliissigkeiten sollten linger im Magen verweilen als lauwarme. 
Es ist eine weit verbreitete Annahme, da sehr kalte Fliissig- 
keiten lange im Magen zuriickbleiben und die Magenverdauung 
verzogern und schiidigen. 

Bei den Versuchen mufite die psychische Motilitiit be- 
riicksichtigt werden, d. h. es muften die verschiedenen Ge- 
triinke von dem Versuchstier gleich gern genommen werden. 
Sonst wiiren Getriinke, die dem Versuchstier nicht schmeckten, 
und die mit der Sonde gegeben werden mubten, blofi dadurch 
linger im Magen zuriickgehalten worden. Unter den Getranken, 
die Hunden nicht schmecken, befinden sich aber gerade die 
wichtigsten Getréinke der Menschen. Wie die Verweildauer 
von Fliissigkeiten im Magen durch den Durst und die psychische 
Motilitaét bestimmt wird, ist in der vorigen Arbeit gezeigt. 

Wir experimentierten daher an einem Hunde mit Magen- 
fistel und durchschnittenem Oesophagus. Der Hund bekam immer 


‘) O. Cohnheim, Miinchener mediz. Wochenschr., 1907, 5. 2581. 
*) E. Otto, Archiv f. exper. Path. u. Pharmak., Bd. LID, 5. 370 (1905). 
3) P| Carnot und A. Chassevant, zit. nach Biochem. Zentralbl., 


Bd. Il, S. 613 (1908). 
*) Joh. Miiller, ibid., Bd. III, S. 612 (1905). 
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Milch zu saufen und Fleisch zu fressen, wovon nichts in seinen 
Magen gelangte. In den Magen aber fiihrten wir durch die 
Fistel gleiche Mengen der zu untersuchenden Filiissigkeiten ein, 
ohne dafi der Hund anscheinend etwas davon bemerkte. Wir 
haben am leeren Magen experimentiert und dafiir gesorgt, daf 
der Hund nicht stirker durstig war. 

Was nun zunichst die Menge anlangt, so liuft umsomehr 
aus dem Magen heraus, je stirker er gefiillt ist. Es kann sich 
hierbei um mechanische Folgen der Ausdehnung des Magens 
handeln, wahrscheinlicher ist es uns, daf die Fiillung des Magens 
einen Keiz fiir die Bewegungen der Muskulatur abgibt. In Ver- 
suchen von 10 Minuten Dauer fanden wir bei Verwendung von 
Wasser von Zimmertemperatur : 

Bei 100 ccm 60 ccm 


200 >» 140 » 
148 
144 » 

> ZOO » 200 » 3&5 Min. 245 cem 

200 
205 > 
[SO > 
180 > 


Was die Zusammensetzung anlangt, so fanden wir es 
bestiitigt, dab physiologische Kochsalzlésung (0,9 °/o) den Magen 
am schnellsten verlabt, Wasser langsamer, noch langsamer 
Kochsalzlésung von 2°/o. 

Von je 300 cem fanden wir nach 10 Minuten: 

Bei 0,9°%oiger Kochsalzlésung 170 cem 


160 » 
180 » 
2°oiger > 240 >» 
235 >» 
Wasser 200 » 
200 
205 » 
180» 
180 » 


Einen Einfluf{ der Temperatur haben wir dagegen nicht 
feststellen kénnen, Wasser von 0° und Wasser, das so hei 
war wie der heifeste Tee, den ein Mensch trinken kann, Jaufen 
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ebensoschnell durch wie Wasser von Zimmertemperatur, und 
ebenso haben wir keinen Unterschied fiir alle von uns unter- 
suchten Fliissigkeiten finden kénnen. Kaffee, Tee, Bier, Soda- 
wasser, Zuckerwasser von 3 und von 5°/o, Wasser mit einem 


vee 


Zusatz von Schnaps, Vichy, Biliner Sauerbrunnen und Bouillon 
laufen gleichschnell durch den Magen. Eine Ausnahme machte 
nur Citronenlimonade, die sehr viel linger im Magen zuriick- 
blieb, offenbar wegen der Saéurewirkung, und eine Rohrzucker- 
|@sung von 8°/o, die ebenfalls auffallend lange im Magen verblieb. 
Eingefiihrt 100 ccm Wiedergefunden 
Wasser, Zimmertemperatur 60 com 
Bier, eiskalt 60 
Tee, heifs 67 
Kaffee, heif 70 > 
Citronenlimonade &2 > 
Eingefiihrt 200 ccm Wiedergefunden 
Wasser, Zimmertemperatur 140. 144, 148 ccm 
Eiswasser 144, 148, 144 
Wasser, heifi 150 ccm 
Bier, eiskalt i41 > 
Zuckerwasser, 8° oig, isotonisch 185, 190 ccm 
Eingefiihrt 300 ccm Wiedergefunden 
Wasser, Zimmertemperatur 200, 200, 205, 180, 180 ccm (5 Min. : 
kalt 180, 200 ccm 
hei 185 ccm 
heif, ohne Zucker 180 
Kaffee, = > 205 >» 
Wasser mit 20 Schnaps 150, 190 ccm 
Zuckerwasser, 8°/cig, isotonisch 220, 220 ccm 
170 ccm 
170 
Sodawasser 180 
Bouillon 150 
‘il 160; 
170» 

Mit Riicksicht auf die angebliche Stérung der Magenver- 
dauung durch Eiswasser haben wir ein Probefriihstiick in den 
Magen eingefiihrt, 10 Minuten spater 150 ccm Eiswasser ein- 
laufen lassen und zu der gewohnlichen Zeit den Magen ent- 
leert. Die Menge und Verfliissigung des Inhalts erschienen 
normal, G.-A. 60, freie HCl 20, also durchaus normale Werte. 








Uber Hervorrufung und Beseitigung von Hypermotilitat und 
Hyperaciditat. 
Von 
Fr. Best und Otto Cohnheim. 


(Aus dem Laboratorium von Dr. Best.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1910.) 


Ein sehr hiiufiger Befund bei Funktionspriifungen des 
Magens von Dyspeptikern, mittels Ausheberung des Magens. 
3 Stunden nach verfiitterter Probemahlzeit, besteht in einer 
Erhodhung der sogenannten Gesamtaciditét. Man findet nicht 
selten recht hohe Zahlen, Gesamtaciditaét von 140—180, withrend 
die freie Salzsiiure normale Werte ergibt, oder ein Defizit auf- 
weisen kann. 

Es handelt sich dann in der Regel um Patienten, welche 
das klinische Bild der chronischen Gastritis bieten. 

Bis vor nicht allzu langer Zeit glaubte man, diese Ver- 
mehrung der Gesamtaciditit sei durch organische Sauren be- 
dingt, die sich durch Fermentation bildeten, wenn in einem 
atonischen Magen die Speisen zu lange liegen blieben, und 
diese Fermentationsvorgiinge seien begiinstigt in einem salz- 
siiurearmen Magen, in dem die Menge der abgeschiedenen Salz- 
siiure zu gering sei, um auf Gahrungsvorgénge hemmend ein- 
wirken zu konnen. ?) 

Nementsprechend behandelte man auch derartige Kranke, 
indem man die vermeintlich fehlende Salzsaéure ersetzte, und 
zwar mit recht gutem Resultate; die hohen Séurewerte und 
die daraus entstehenden Beschwerden verschwanden in oft 
recht kurzer Zeit. 

Der Erfolg dieser Behandlungsmethode mufte aber Er- 
staunen erregen und eine gewisse Scheu vor ihrer weiteren 
Anwendung erzeugen, trotz der bisher beobachteten giinstigen 
Wirkung, als durch neuere Untersuchungen erwiesen wurde, 
dafi es sich in solchen Fillen nicht um organische Sauren 


‘) Fleiner, Lehrbuch der Krankheiten der Verdauungsorgane. 
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handle, welche die Gesamtaciditaét ausmachen, sondern daf 
auch die Gesamtaciditit aus abgeschiedener Salzsiiure besteht,') 
und dai Gérungsvorgiinge im Magen nur bei Insufficienz des- 
selben schwerster Art entstehen, wenn die Nahrung sehr lange 
im Magen verweilt, nicht aber schon 3 Stunden nach der 
Nahrungsaufnahme. 

Fir die oben erwihnten Fille von Gastritis mit erhéhter 
Gesamtaciditét konnte also die Theorie, dai eine motorische 
Schwiiche des Magens, eine Atonie, die Ursache der Hyper- 
aciditiit sei, keine Geltung haben; dagegen weist eine andere 
Kategorie von Patienten, bei denen die Hyperaciditit mit einer 
psychisch bedingten Hypermotilitét einhergeht, auf die von 
Rubow?) vertretene Ansicht, daB in einzelnen Fiillen die Hyper- 
aciditiit die Folge der Supermotilitaét sei. 

Man findet sehr hiiufig bei Neurasthenikern, die Angst 
vor der Prozedur der Sondeneinfiihrung haben, den Magen 
schon 3 Stunden nach eingenommener Probemahlzeit leer, und 
zwar infolge der psychischen Erregung, welche eine zu schnelle 
Entleerung des Magens herbeigeftihrt hat (Fleiner).*) Bei 
einer friiher als 3 Stunden vorgenommenen Ausheberung findet 
man bei diesen Patienten meistens eine Superaciditiit; auch 
diese Patienten ertragen verdiinnte Salzsiiure recht gut, im 
Gegensatze zu Ulcus-Kranken, was diagnostisch sehr wertvoll 
sein kann. 

Wir versuchten deshalb, experimentell festzustellen, ob 
eine Hypermotilitat Hyperaciditét zu verursachen imstande sei. 
Ist dies der Fall, dann wire auch die giinstige Wirkung der 
Salzsiure bei schon bestehender vermehrter Abscheidung der- 
selben erklarlich, und zwar in ihrem hemmenden Einflusse auf 
die Bewegungsreflexe des Magens. 

Da die Verhaltnisse der menschlichen Verdauung, was 
Sekretion und Motilitét anlangt, im wesentlichen mit denen des 


') Maier, Uber Autolyse von Nahrungsmitteln, Inaug.-Dissertat., 
Heidelberg (Univers.-Poliklinik), 1908. — O. Cohnheim, Physiologie der 
Verdauung und Ernahrung, Wien 1908, S. 65. 

7) Rubow, A. f. Verdauungskrankh., 1906, Bd. XII; 1907, Bd. XIII. 

*) Jahreskurs fiir arztliche Fortbildung, Marzheft 1910. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. 9 
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Hundes iibereinstimmen, benutzten wir zu unseren Versuchen 
3 Hunde, von denen einer eine einfache Magenfistel, einer eine 
Duodenalfistel und der dritte eine Jejunumfistel hatte, die Darm- 
kantilen mit der bekannten Einspritzvorrichtung in den abwirts- 
fiihrenden Schenkel des Darmes versehen. 

Nachdem wir eine geniigende Anzahl von Kontrollver- 
suchen hatten, wobei die Hunde nach Verfiitterung von Probe- 
mahizeiten!) normale Séurewerte gezeigt hatten, handelte es 
sich darum, eine Hypermotilitat leichteren Grades hervorzurufen, 
wie sie etwa bei den erwahnten Kranken anzunehmen war. 

Wir erreichten dies zunichst dadurch, da wir !/2 Stunde, 
nachdem die Hunde gefressen hatten, die Kaniilen fiir einige 
Minuten 6ffneten und den sauren Mageninhalt nach aufen ab- 
flieBen lieben. Der die Magenbewegung regulierende Siéure- 
reflex war so lange ausgeschaltet und die Entleerung des Magens 
mufte in schnellerem Tempo erfolgen, als normal. Dann schlossen 
wir wieder die Kaniilen und heberten 3 Stunden nach Ver- 
fiitterung der Probemahlzeit aus. Nach einigen Fehlversuchen, 
wobei wir zu viel oder zu wenig hatten ausfliefen lassen (es er- 
wies sich als richtig, von 600—700 g Probemahizeit 160—170 g 
auslaufen zu lassen), erhielten wir regelmafig eine Erhohung 
der Gesamtaciditit. 

Die schnellere Entleerung des Magens verur- 
sachte also in der Tat eine Hyperaciditat. 

Statt des Auslaufenlassens von Mageninhalt suchten wir 
noch nach einer anderen Methode, womit wir die hemmende 
Wirkung der Siiure fiir einige Zeit aufheben und dadurch Hyper- 
aciditiit erzeugen konnten. Wir fanden im Cocain ein Mittel, 
das die durch Séiure bedingten Hemmungsreflexe fiir einige Zeit 
zu liihmen imstande war. (Vgl. die vorvorige Abhandlung.) 

3—4cem Novocain, in den darmabwiartsfiihrenden Schenke! 
der Kaniile gespritzt, hebt die hemmende Wirkung der Saure 
auf die Bewegungsreflexe fiir etwa eine halbe Stunde auf. 

Wir brauchten also nur den Hunden einige Minuten vor 


‘) Die Probemahlzeiten bestanden in allen Versuchen aus 200 g 
Schleimsuppe, 200 g Beefsteak und 200 g Kartoffelbrei; genau 3 Stunden 
nach Verfiitterung wurde ausgehebert. 
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der Verfiitterung der Probemahlzeit 3—4 ccm Novocain in 
den Darm einzuspritzen, um durch Ausschaltung der normalen 
hemmenden Wirkung der sauren Magenfliissigkeit eine zu schnelle 
Entleerung des Magens, eine Hypermotilitét zu erreichen. 

Auch infolge der auf diese Weise hervorgerufenen 
Hypermotilitét, durch Lahmung der Hemmungsreflexe, 
erhielten wir erhdhte Gesamtaciditiaten. 

Damit war erwiesen, daB eine Hypermotilitét, nicht zu 
erheblichen Grades, eine Hyperaciditaét zu verursachen vermag, 
und daB diese Hypermotilitét, welche wir durch Liihmung des 
normalen hemmenden Siurereflexes erhalten hatten, wieder 
aufzuheben sein mtisse, wenn wir die Wirkung der Siiure von 
vornherein zum Uberwiegen briichten. Es gelang dies auch, 
wenn wir dem Hunde mit der Probemahlzeit 15 Tropfen acid. 
mur. dil. gaben; dann war die Einspritzung von Novocain 
wirkungslos; die kriaftige Dosis Salzséure tiberwand die lah- 
mende Novocainwirkung und léste den Hemmungsrellex aus, 
wodurch eine zu schnelle Entleerung des Magens verhindert 
wurde. Wir erhielten wieder normale Gesamtaciditiiten. 


Hund mit Magenfistel: 
Normal: Gesamtaciditit: 60, 65, 70, 65, 70, 63, 80. *) 
Verfuttert 790 g Probemahizeit. Auslaufenlassen 160 g. (Ges.-Acid. 130 


: 760 » > > 170 » > 140 
D 615 » » » 151 > 2 146 
663 » > » 280 » > 80 
698 » > > 180 » ’ 101 


Probemahlzeit und 3—4 ccm Novocain. 
Ges.-Acid. 140, 90, 120, 100, 95, 100, 135. 
Einspritzung von Novocain. Probemahlzeit mit 15 Tropfen Salzsiure. 
Ges.-Acid. 75, 60, 70, 75, 67, 70, 90, 80. 
Hund mit Jejunumfistel: 
Normal: Gesamtaciditat: 45, 60, 50, 40, 70, 70, 80, 60, 45. 
Einspritzung von Novocain vor der Probemahlzeit. 
Ges.-Acid.: Magen leer, 130, 120, 70, 90, 120, 125, 130, 90. 
Einspritzung von Novocain. Probemahlzeit mit 15 Tropfen Salzsaure. 
Sonde mit grofen Brecken verstopft, nicht zu titrieren; 
Subacid. 60, 50, 54, 70, 60, 68. 


‘) Jede Zahl bedeutet einen eigenen Versuch; beim Magenfistel- 
hund entnahmen wir den Mageninhalt direkt aus der Fistel, bei den 
beiden anderen Hunden beniitzten wir die Schlundsonde. 


9* 
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Hund mit Duodenalfistel: 
Gesamtaciditét nach Probemahlzeit normal: 
110, 70, 110, 110, 110, 90, 110, 110. 
Verfiittert 650 g Probemahizeit. Herausgelassen 160 g. Ges.-Acid. 133 
633 » > > 145 >» » 1265 
693 > : > 180 » » 444 
Probemahlzeit und Einspritzung von Novocain (8—4 ccm). 

Ges.-Acid. 130, 135, 100, 145, 120, 120, 140, 140, 146. 
Einspritzung von 3—4 ccm Novocain. Probemahlzeit mit 15 Tropfen 
Acid. mur. dil. Ges.-Acid. 90, 80, 90, 90, 80, 110, 100, 95. 

Versuchen wir nun, diese durchs Experiment gewonnenen 
Erfahrungen zur Erklirung der beim Magenkranken auftretenden 
pathologischen Erscheinungen heranzuziehen. 

Bei der Gastritis besteht wohl zuerst eine Subaciditiit 
infolge mangelhafter Tiitigkeit der secernierenden Driisen und 
der neutralisierenden Wirkung des reichlich produzierten alka- 
lischen Schleimes. Der Magensaft wird dadurch zu schwach 
sauer, um die hemmende Siiurewirkung entfalten zu k6nnen. 
Der Magen entleert sich infolgedessen zu schnell. (Die hautig 
auftretenden Durchfille bei subacidem Magensafte sind wohl 
auch zum Teile darauf zuriickzufiihren. ) 

Der Hypermotilitit folgt aber, wie wir experimentell nach- 
wiesen, eine Hyperaciditit, und in diesem Stadium sieht der 
Arzt die meisten derartigen Patienten, da die Beschwerden 
durch die Ubersiiuerung am griBten sind. 

Bei leicht erregbaren Neurasthenikern ist die psychisch 
bedingte Hypermotilitiit die Ursache fiir die Erhéhung der 
Gesamtaciditit. 

In solehen Fillen kann durch kraftige Dosen Salz- 
siiure dieser Hyperaciditat unter Vermittlung der Hem- 
mungsreflexe therapeutisch begegnet werden. 

Die Absicht, ein Schema aufstellen zu wollen, nach dem 
sich alle derartigen pathologischen Erscheinungen abwickeln 
miiBten, liegt natiirlich ganz fern; es soll nur eine Erklarung 
sein, wie sich in manchen Fallen die krankhaften Prozesse 
aus einander entwickeln kénnen, und vor allem eine Erklarung 
fiir die merkwiirdig erscheinende Tatsache, daB bei schon be- 
stehender Hyperaciditaét kraftige Dosen von Salzsaure von guter 


Wirkung sind. 








Uber den Rickflu8 von Galle in den Magen bei Fettfiitterung. 
Von 


Fr. Best und O. Cohnheim. 


‘Aus dem Laboratorium von Dr. Best.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. August 1910.) 


Es ist eine liingst bekannte Tatsache, daB Galle und Darm- 
-aft héufig in den Magen zuriickfliefen; bei der Ausspilung 
des ntichternen Magens ist ein reichlicher Riickflufi von Galle 
in den Magen ein tiiglicher Befund. Nach Boldireff') tritt 
bei anhaltendem Hungern, bei Verfiitterung von Fett- und fett- 
reicher Nahrung ein Gemisch von Galle, Pankreassaft und 
Darmsaft in den Magen zurtick. Volhard?) und Faubel) 
gossen Ol durch die Schlundsonde ein und beniitzten das riick- 
geflossene Gemenge zur Trypsinbestimmung: Abderhalden 
und Medigreceanu®) zur Untersuchung iiber das Vorkommen 
peptolytischer Fermente im Darmsafte. 

Unsere Untersuchungen bezweckten, festzustellen, ob sich 
nicht die Bedingungen finden lieBen, unter welchen ein Riick- 
tritt von Galle in den Magen statthat, bei Fuitterung von reinen 
Fetten und fettreicher Nahrung. 

Um unabhingig von der Freflust des Hundes zu_ sein 
und um auch Fette fiittern zu kénnen, die Hunde zu fressen 
iiberhaupt verweigern, beniitzten wir zu unseren Untersuchungen 
einen Osophagotomierten Hund, der zugleich eine Magenfistel 
hatte. Auf diese Weise war es uns mdglich, die psychische 
Motilitét des Magens und die Abscheidung des Appetitsaftes 

') Zentralblatt fiir Physiol., Bd. XVIII, 8. 457. — Pfliigers Archiv, 
Bd. CXXI, S. 13 (1907). 

2) Volhard, Miinchener med. Wochenschr., 1907, S. 403. 

*) Abderhalden und Medigreceanu, Diese Zeitschrift, Bd. LVI, 


408, S. 317. 
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nach Belieben ein- oder auszuschalten, je nachdem wir den 
Hund wiihrend der Versuche scheinfiitterten oder ihm unbemerkt 
die Fette durch die Magenfistel in den Magen brachten. 

Um psychische Erregung sicher auszuschalten, wurde der 
Hund lange Zeit im Stalle gefiittert, sodaB er im Versuchs- 
zimmer kein Futter erwartete; vor dem Versuche spiilten wir 
ihm den Magen leer. 

Brachten wir dann Olivenél, Palmin oder Speck in den 
Magen, ohne den Hund scheinzufiittern, so fanden wir 
regelmibig nach einer !/2 Stunde reichlich Galle im 
Magen. 

In der 2. Versuchsreihe wurde der Hund dabei 
scheingefitittert; dann war in keinem Falle Galle zu- 
riickgeflossen. 

Ersetzten wir den psychischen Appetitsaft durch Eingabe 
von Salzsiiure mit den Fetten, ohne Scheinfiitterung, also noch 
mit Ausschlu8B der psychischen Motilitét, dann war in den 
meisten Fallen auch keine Galle zuriickgeflossen; der Befund 
war aber nicht konstant. 

Wir fanden also nie einen Riicktritt von Galle in den 
Magen, wenn der Hund mit Appetit fraB; der sofortige Beginn 
der psychischen Motilitét, d. h. der Ausspritztatigkeit des antrum 
pylori verhinderte die Galle, einen riicklaéufigen Weg zu nehmen. 

Unsere Versuche weisen auf eine mehr als bisher an- 
genommene Bedeutung der psychisch bedingten Motilitét hin. 








Uber die Verteilung des Fluors in den einzelnen Organen 
des Menschen. 


Von 


Dr. Emil Zdarek. 





(Aus dem Laboratorium fiir angewandte medizinische Chemie in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1910.) 


Die Fluorverbindungen des Mineralreiches haben vorziig- 
lich von Seite der Mineralogen und der Mineralchemiker seit 
Scheeles Zeiten ihre wissenschaftliche Bearbeitung gefunden; 
das Studium der Minerale und der aus ihnen zusammenge- 
setzten Gesteine hat bald ein viel hiiufigeres Vorkommen auf- 
gedeckt, als man urspringlich erwartet hatte. Als fluorhaltige 
Minerale wurden nebst Flu{spate und dem Kryolith erkannt: 
Fluocerit, Hamortit, Topas, Lepidolith, die Fluorapatite, die 
Phosphorite, manche Feldspate, Glimmer, Amphibol, Kalksteine, 
Steinkohlen und Gesteine, welche die genannten Minerale ent- 
halten. 

Fluorverbindungen hat man auch in der Ackererde, in 
verschiedenen Mineralwissern, wie im Karlsbader und Gasteiner 
Thermalwasser, in Soolwassern, im Meerwasser, in den Wissern 
von Fliissen wie der Loire, Rhone, Saone gefunden und nach 
den bestehenden Erfahrungen diirfte noch ein viel haufigeres 
Vorkommen des Fluors in den natiirlichen Wiissern zu kon- 
statieren sein, wenn man zur Untersuchung viel grofiere Wasser- 
mengen verwenden wiirde, als dies bisher geschehen ist, also 
z.B. mehrere Hektoliter; wenn auch das Fluorcalcium in reinem 
Wasser nur duferst schwer loslich ist, so wirkt doch die gleich- 
zeitige Anwesenheit der Kohlensiiure auf den LOsungsvorgang 
begiinstigend ein. Es sind daher die Bedingungen fiir die Auf- 
nahme von Fluorverbindungen durch Pflanzen, insbesondere 
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von Fluorealcium und komplizierteren Verbindungen desselben 
mit anderen Salzen und wohl auch von Kieselfluorverbindungen 
gegeben: die Uberwanderung aus dem Pflanzenreich in das 
Tierreich ist dann selbstversténdlich. 

Zahlreiche Untersuchungen von Pflanzenaschen haben in 
denselben einen Fluorgehalt nachgewiesen, so in der Asche 
von Armeria maritima, Equisetaceen, von Saccharum officinale, 
im Teakholze, im Gerstenstroh von KRyegras, Bambus, Holz- 
kohle, Steinkohle, Heu, Dactylis caespitosa, Elymus arenarius, 
Lycopodium complanatum. 

Untersuchungen tiber die Verbreitung des Fluors im Tier- 
reiche gehen bis auf Berzelius’ Zeit zuriick, zuerst waren es 
namentlich die Knochen, welche das Material dazu abgaben 
(Heintz):*) dann kamen Untersuchungen tiber Blut und Milch 
von Tieren; Wilson*) konnte in der Asche von 24 Pinten 
Ochsenblut und 9 Pinten Milch deutlich Fluor nachweisen. Im 
Jahre 1856 berichtet Nicklés*) tber den Nachweis von Fluor 
im Blute von Menschen, Siiugetieren und Voégeln, in den niichsten 
Jahren folgt dann von demselben Autor eine Ergiinzung dieser 
Arbeit, die im wesentlichen folgendes enthilt: er findet, dab 
im Blute nur in sehr geringer Menge Fluor enthalten ist, ebenso 
im Harn; aus 1 kg Knochensubstanz erhielt er 0,05 g FI,Ca. 

Im Jahre 1869 bringt E. N. Horsford eine Arbeit iiber 
den Nachweis von Fluor im Gehirn. Erst 19 Jahre spéter 1888 
folgt dann eine wichtige Arbeit von G. Tamman.*) Die Methode, 
die dieser Forscher anwendet, ist kurz folgende: er mengt die 
Asche mit Quarzpulver, lafBt darauf konzentrierte Schwefelsiure 
einwirken und treibt das sich bildende Fluorsilicium im trockenen 
Luftstrom durch eine enge Glasréhe in eine Vorlage mit Wasser: 
bereits O,OOOL g Fl geniigt, um einen sichtbaren Kieselring 
zu erzeugen. Die quantitative Bestimmung wird in der Weise 
durchgefiihrt, dali’ man die Vorlage mit Kalilauge ausspiilt, die 
Lisung zur Trockene bringt, den Rtickstand in Salzsiure lost, 
das Kieselfluorkalium mit Alkohol ausfallt und schlieBlich das 
Kieselfluorkalium mit Kalilauge titriert. Eischalen enthielten nur 


*) Literaturverzeichnis. 
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sehr wenig, etwas mehr das Eiweif, 100 g Eidotter gaben in 
2 Doppelbestimmungen rund 1 mg Fl. 189 g Kalbshirn gaben 
0,0014 g Fl, 11 Kulmilch gab 0,0004 g Fl und auch in 300 g 
Kuhblut wurde Fluor nachgewiesen. 

Schlieblich gibt J. Stoklasa*) an, daf im frischen Knochen 
sehr wenig Fluor enthalten ist, wahrend in den fossilen Knochen 
und zwar in der Trockensubstanz der Knochen von Elephas 
primigenius 2,08 und 2,98 °/o Fl enthalten sind; in Urnenknochen 
yon Bukatéov fand er 1,06°/o FI, in Knochen aus dem iilteren 
Alluvium der Insel Festigas 1,58°/o Fl. Auch A. Carnot*) 
untersuchte zur Feststellung des Alters vorhistorischer mensch- 
licher Gebeine die Knochen auf Fluor. 

SchlieBlich wies P. Carles*) Fluor in Molluskenschalen 
nach und zwar in Schalen von frischen Austern aus Arachon 
0.012 9/9 FI, in Schalen von Miesmuscheln aus demselben Becken 
0.012, in fossilen Schalen von Austern von Sainte Croix du Mont 
0,015°/o Fl, ferner auch noch in Schalen von nicht marinen 
Mollusken, so in denen der Teichschnecken (in 10 g 3—4 mg 
Fluoride) der Tellerschnecken (Planorbis) und Landschnecken 
je in 100 g 2—3 mg Fluoride). 

Auch in Korallen wurde Fluor nachgewiesen. 

Es ist somit iber das Vorkommen des Fluors im tierischen 
QOrganismus recht viel gearbeitet worden, aber eine systema- 
tische Untersuchung iiber die Verteilung dieses Elementes in 
den Organen des menschlichen Organismus fehlt noch. Um 
diese Liicke auszufiillen, habe ich an einem geeigneten Mate- 
riale, das mir Herr Professor Dr. Alexander Kolisko, Vor- 
stand des gerichtlich-medizinischen Institutes der Universitit 
Wien giitigst zur Verfiigung stellte, eine solche systematische 
Untersuchung unternommen. Dieses Material, bestehend aus 
Herz, Niere, Gehirn, Lunge, Milz, Leber, Blut und Knochen, 
entstammte den Leichen von zwei gesunden verungliickten 
Miinnern. 

Die frischen Organe wurden moglichst fein zerschnitten 
und in Porzellanschalen auf dem Wasserbade zur Trockene 
gebracht, um sie fiir die weitere Verarbeitung aufbewahren 
zu konnen. 
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Diese getrockneten zerkleinerten Organe wurden auf dem 
Wasserbade mit Wasser unter Zusatz von so viel Atznatron 
(e natrio), daB in der berechneten Asche sicher alle Phosphor- 
siiure als tertiiires Phosphat und immer auch ein bedeutender 
Uberschu8 von Atznatron vorhanden sein muBte, erwiirmt, wobei 
die zerkleinerten Organe aufquollen und fast vollstandig in 
Losung gingen. Diese Masse wurde zur Trockene gebracht 
und in Schalen aus Elbogner Porzellan auf Wiesnegg-Ofen 
vorsichtig, ja nicht tibermiéfig erhitzt, bis vollstandige Verkoh- 
lung eingetreten war, die kohlige Masse wurde sodann mit 
Wasser ausgezogen, die riickstiindige Kohle bei mabiger Hitze 
verbrannt, was sich glatt vollzieht. Die nun zuriickbleibende 
Asche wurde dann mit Wasser ausgezogen und mit dem ersten 
wiisserigen Auszuge vereinigt. Der unl6ésliche Anteil der Asche 
wurde mit ganz verdiinnter Salzsaure langere Zeit behandelt, 
dann filtriert, das Ungeléste auf dem Filter gut gewaschen und 
das Filter verascht, der Gliihriickstand mit kohlensaurem Natron- 
kali innig gemengt und bei eben ausreichender Hitze aufge- 
schlossen. Die erkaltete Schmelze wurde in Wasser gelost, 
die Losung filtriert, im Filtrat die Fluorbestimmung gewichts- 
analytisch durehgefiihrt. Im wasserléslichen Anteil der Organ- 
asche war es notwendig, die Phorphorsiiure zu entfernen; ein- 
schliigige Versuche haben mir ergeben, daf bei der Fallung der 
Phosphorsaure mit Eisen kein Verlust an Fluor in der Losung ein- 
tritt, und so wurde denn bei diesen Bestimmungen iiberall die 
Fiillung der Phosphorséure mittels Eisenchlorid durchgefiihrt; 
es wurde zuniichst das tiberschiissige Natriumcarbonat mit 
Salzsiiure bis zur schwach alkalischen Reaktion abgestump!t, 
hierauf mit Eisenchlorid in der Wirme gefallt, der sehr volu- 
minoOse Niederschlag gut absetzen gelassen und auf einem 
Saugiilter gut abgesaugt und gewaschen, eventuell wurde der 
Niederschlag noch einmal gelést und neuerdings gefallt. Beim 
Eindampfen der groBen Fliissigkeitsmengen schied sich manchmal 
noch eine kleine Menge von Eisenphosphat aus, die durch Fil- 
trieren entfernt wurde; dann wurde die Analyse in der iiblichen 
Weise weitergefiihrt. 

Die Analyse der Knochen wurde in folgender Weise vor- 
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genommen: Die Knochen wurden mdglichst von den anhaften- 
den Sehnen befreit, dann in kleine Stiicke zerségt und in einem 
Trockenkasten bei 100° ca. 1 Monat trocknen gelassen; dabei 
sammelte sich eine grofiere Menge Fett am Boden der Schale, 
dieses Fett wurde von der tbrigen Knochenmasse getrennt, 
diese in einem Atherextraktionsapparate solange mit Ather aus- 
sezogen, bis der Ather nichts mehr aufnahm. Der Ather wurde 
verdunsten gelassen und das zuriickbleibende Fett mit dem 
durch Ausschmelzen gewonnenen vereinigt. Das Fett wurde 
so verarbeitet wie die Organe. 

Die fettfreien Knochen wurden durch einige Tage mit 
Wasser auf dem Wasserbade in Quarzschalen behandelt, bis neue 
Wasserportionen nichts Nennenswertes mehr aufnahmen. Die 
wisserigen Ausziige wurden eingedampft und ebenfalls wie die 
Organe verarbeitet. Der nun zuriickbleibende Riickstand der 
Knochen wurde mit 1°/oiger Salzséure solange ausgezogen, 
bis die Knochensalze vollstiindig herausgelést waren; diese 
sulzsiurehaltige LOsung wurde mit Lauge fast bis zur neutralen 
‘eaktion neutralisiert und in groben Zylindern einige Wochen 
stehen gelassen; die Fliissigkeit blieb vollstiindig klar, es schied 
sich nicht die leiseste Spur eines Niederschlages aus. Das 
nach Herauslésung der Knochensalze zuriickbleibende Gewebe- 
geriist wurde auf einer Nutsche von der salzsauren Fliissigkeit 
abfiltriert, abgesaugt und bis zum Verschwinden der sauren 
Reaktion ausgewaschen, schlieblich wurde es in derselben Weise 
verarbeitet wie die tibrigen Organe. 

Bevor ich die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung 
anfiihre, will ich noch folgendes vorausschicken. Das Fluor 
wurde als Fluorealcium gewogen, nachdem dasselbe sorgfiiltigst 
sewaschen und sicher von etwa anhaftendem Gips befreit war, 
was durch Priifung des Waschwassers kontrolliert wurde. Das 
in kleinem Platintiegel gewogene Fluorcalcium wurde mit einigen 
Tropfen konzentrierter Schwefelséure versetzt, der sich nun 
entwickelnde Fluorwasserstoff durch den Geruch und durch die 
Atazwirkung auf Glas gepriift. Auf diese Weise wurde das Fluor 
qualitativ nachgewiesen in dem gesamten angefiihrten Unter- 
suchungsmaterial, mit Ausnahme des Blutes, von dem mir 
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nur eine relativ geringe Menge zur Verfiigung stand; immer 
trat nach dem Zusatz von Schwefelsiure zu dem abgeschie- 
denen Fluorcalcium der charakteristische Geruch der Flufsiure 
auf und ebenso zeigte sich deutlich die Atzwirkung auf einem 
mit Wachs iiberzogenen, stellenweise von diesem Uberzuge 
befreiten Uhrglase, mit dem der Platintiegel bedeckt wurde. 
Nachdem diese qualitativen Proben beendet waren, wurde die 
Schwefelsiiure vorsichtig abgeraucht, der Riickstand gegliilit 


und gewogen. Das Gewicht des so erhaltenen Calciumsulfates 


diente zugleich als Kontrolle fiir das gewogene Fluorcalcium. 
Die Analysen haben folgende direkte Resultate geliefert: 


I. 


Herz. 670g des frischen Organes ergaben 240 g Trocken- 
substanz. Daraus wurden erhalten: aus dem loslichen Anteil 
der Asche ©, aus dem unléslichen Anteil der Asche 0,0023 g 
Fluorcalecium, entsprechend 0,0011 g FI. 

Nieren. 390 ¢ des frischen Organes ergaben 130 ¢ 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem l6slichen 
Anteil der Asche ©, aus dem unloslichen Anteile der Asche 
0.0041 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0020 g FI. 

Gehirn. 1445 g des frischen Organes ergaben 395 g 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem léslichen 
Anteil der Asche »®, aus dem unldslichen Anteil der Asche 
Q0,0018 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0009 g Fl. 

Lunge. 1500 g des frischen Organes ergaben 600 g¢ 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem léslichen 
Anteil der Asche 9, aus dem unlodslichen Anteil der Asche 
0.0027 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0013 g FI. 

Milz. 300 g des frischen Organes ergaben 97 g Trocken- 
substanz. Daraus wurden erhalten: aus dem léslichen Anteil 
der Asche ©, aus dem unldslichen Anteil der Asche 0,0016 g 
Fluorcaleium, entsprechend 0,0008 g FI. 

Blut. 58 g frisches Blut gaben 11 g Trockensubstanz. 
Daraus wurden erhalten: aus dem léslichen Anteil der Asche 9, 
aus dem unléslichen Anteil der Asche 0,0004 g Fluorcalcium, 


entsprechend 0,0002 g FI. 
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Leber. 1935 g des frischen Organes ergaben 600 g 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem léslichen 
. Anteil der Asche 6, aus dem unldslichen Anteil der Asche 
| 90,0084 g Fluorealcium, entsprechend 0,0041 g FI. 
. Femur. 1050 g wogen nach Ausschmelzen bei 100° und 
| Extraktion mit Ather 580 g. Aus dem Fett wurden erhalten: 
: : aus dem loslichen Anteil der Asche ©, aus dem unléslichen 
Anteil der Asche 00,0033 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0016 g FI. 
} | Aus dem Kollagen wurden erhalten: aus dem léslichen 
Anteil der Asche 0,0010 g Fluorealcium, entsprechend 0,0005 g FI, 
aus dem unloslichen Anteil der Asche 9. 
Aus dem entkalkten Knochengeriist wurden erhalten: 
aus dem loéslichen Anteil der Asche ®, aus dem unldslichen 
Anteil der Asche 0,0018 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0009 g FI. 
Fiir den ganzen Femur ergibt sich 0,0030 ¢ FI. 


II. 


Herz. 310g Herz des frischen Organes ergaben 111 g 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten in dem loslichen 
Anteil der Asche #, in dem unloéslichen Anteil der Asche 0,0010 g 
Fluorealcium, entsprechend 0,0005 g FI. 

Nieren. 245 g des frischen Organes ergaben &2 g 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem loslichen 
Anteil der Asche ©, aus dem unldslichen Anteil der Asche 
0,0023 g Fluorealcium, entsprechend 0,0011 g FI. 

Gehirn. 1240 ¢g des frischen Organes ergaben 330 g 
Trockensubstanz. Daraus wurden erhalten: aus dem |0slichen 
Anteil der Asche », aus dem unldslichen Anteil der Asche 
0,0018 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0009 g FI. 

Lunge. 840 g des frischen Organes ergaben 200 g 
Trockensubstanz. Daraus wurde erhalten: aus dem loslichen 
Anteil der Asche , aus dem unlodslichen Anteil der Asche 
0,0029 g Fluorcalcium, enisprechend 0,0014 g FI. 

Milz. 65 g des frischen Organes ergaben 17 g Trocken- 
substanz. Daraus wurde erhalten: aus dem loslichen Anteil 
der Asche , aus dem unléslichen Anteil der Asche 0,0009 g 
Fluorcalecium, entsprechend 0,0004 g FI. 
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Leber. 1335 g des frischen Organes ergaben 510 g 
Trockensubstanz. Daraus wurde erhalten: aus dem léslichen 
Anteil der Asche 0,0039 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0019 g F], 
aus dem unldslichen Anteil der Asche 0,0045 g Fluorcalcium, 
entsprechend 0,0022 g Fl, daher zusammen 0,0041 g FI. 

Humerus. 290 g; nach Ausziehen des Fettes betrug das 
Gewicht 180 g; aus dem Fett wurden erhalten: aus dem lés- 
lichen Anteil der Asche 9, aus dem unl6éslichen Anteil der 
Asche 0,0008 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0004 g FI. 

Aus dem Kollagen wurden erhalten: aus dem loslichen 
Anteil der Asche 0,0008 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0004 g FI, 
aus dem unldslichen Anteil der Asche 9. 

Aus dem entkalkten Knochengeriist wurden erhalten: aus 
dem léslichen Anteil der Asche 9, aus dem unldslichen Anteil 
der Asche 0,0010 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0005 g Fl. 

Fiir den ganzen Humerus 0,0015 g F'. 

Femur. 800 g, nach Ausziehen des Fettes betrug das 
Gewicht 445 g. Aus dem Fett wurden erhalten: aus dem |0s- 
lichen Anteil der Asche », aus dem unldslichen <Anteil der 
Asche 0,0023 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0011 g FI. 

Aus dem Kollagen wurden erhalten: aus dem loslichen 
Anteil der Asche 0,0021 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0010 ¢ Fl, 
aus dem unlodslichen Anteil der Asche 9. 

Aus dem entkalkten Knochengeriist wurden erhalten: aus 
dem léslichen Anteil der Asche #, aus dem unléslichen Anteil 
der Asche 0,0014 g Fluorcalcium, entsprechend 0,0007 g Fl, 
fiir den ganzen Femur 0,0028 g FI. 

Zusammenstellung der Ergebnisse der quantitativen 
Bestimmungen. 
I. 

Organ Gewicht des Organs Fluor 

frisch getrocknet 
g g g 

Herz 670 240 0.0011 

Nieren 390 130 0.0020 

Gehirmn 1445 395 0,0009 

Lunge 1500 600 0.0013 

Milz 300 97 0.0008 

Blut 58 11 0,0002 

Leber 1935 600 0,0041 












Organ 


Femur 

Fett 

Kollagen 
Knochengerist 


Organ 


Herz 
Nieren 
Gehirn 
Lunge 
Milz 
Leber 


Humerus 

Fett 

Kollagen 
Knochengeriist 


Femur 

Fett 

Kollagen 
Knochengerist 


Gewicht des Organs 


frisch getrocknet 
g g 
ohne Fett 
1050 DSO 
II. 
Gewicht des Organs 
frisch getrocknet 
g g 
310 111 
245 &2 
1240 330 
840) 200 
65 17 
1335 510 
ohne Fett 
290 180 
800 449 
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Fluor 


0.0016 
0.0005 
O.0009 


0.0030 


Fluor 


g 
0.0005 
0.0011 
0.0009 
0.0014 
0.0004 
0.0041 


0.0004 
0.0004 
0.0005 
V,0013 
0.0011 
0,0010 
0.0007 


0.0028 
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Zusammenstellung der gefundenen Fluorwerte fiir 1 kg des 


Organ 


Herz 
Nieren 
Gehirn 
Lunge 
Milz 
slut 
Leber 
Femur 





frischen Organs. 


I. 

Fluor in 1 kg Organ 
0,0016 Herz 
0,0051 Nieren 
0,0006 Gehirn 
0,0009 Lunge 
0,0027 Milz 
0,0035 Leber 
0,0021 Humerus 
0.0029 Femur 


Y 
0.0016 
0,004) 
0),0007 
0.0017 
0.0062 
0.0031 
0.0045 
0.0035 


Fluor in | kg 
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Zusammenstellung der gefundenen Fluorwerte fiir 1 kg 
Trockensubstanz der Organe. 
I. II. 
Organ Fluor fiir 1 kg Organ Fluor fiir 1 kg 
g = 
Herz 0.0046 Herz 0,0045 
Nieren 0.0154 Nieren 0,0134 
Gehirn 0),0023 Gehirn 0),0027 
Lunge 0.0022 Lunge 0,0070 
Milz 0.0082 Milz 0,0235 
Leber 0.0068 Leber 0,0080 
Aus den Ergebnissen meiner Analysen geht hervor, dai; 
das Fluor im ganzen Organismus verbreitet ist, die Mengen 
desselben sind allerdings durchwegs kleine: die relativ gréfte 
Menge findet sich in der Leber, Niere und im Knochen.  Be- 
ziiglich des Knochens ist es auffallend, dafi sich die Hiailfte 
des Fluor in seinem Fette befindet. Die gefundenen Werte 
bewegen sich ungefihr in der GréBenordnung, wie sie Tamman*) 
in seiner Arbeit: «Vorkommen von Fluor in Organismen» fiir 
Hiihnereiweif, Eidotter, Kalbsgehirn, Milch und Blut einer Kuh 
gefunden hat. 
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Zur Chemie der Protamine. 
Von 
A. Kossel. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


I. 


Vor kurzem bot sich die Moéglichkeit, die Testikeln von 
Crenilabrus pavo zu untersuchen, welche Herr Professor O.Cohn- 
heim auf der zoologischen Station bei Monte Carlo gesammelt 
hatte. In diesem Material, fiir dessen Beschaffung ich Herrn 
Professor Cohnheim auch an dieser Stelle meinen Dank ab- 
statte, fand sich ein Protamin vor, welches einem bisher weniger 
bekannten Typus der einfachsten Proteinstoffe angehért und 
welches als «Crenilabrin» bezeichnet werden mag. 

Die im Alkohol aufbewahrten Testikel wurden in der 
friiher beschriebenen Weise mit Schwefelsiiure extrahiert und 
die filtrierte Lésung mit Alkohol gefillt. Der Niederschlag 
wurde in Wasser gelost, mit Natriumpikrat gefallt, das Pikrat 
des Crenilabrins mit Schwefelsiure und Ather von Pikrinsiiure 
befreit und wiederum in das Sulfat tibergefihrt. 

Das Crenilabrinsulfat scheidet sich — ebenso wie ich 
dies friiher bei anderen Protaminen beschrieben habe — aus 
der konzentrierten wiisserigen Lisung als Ol ab, auch gibt 
es in schwach ammoniakalischer Losung mit einer L6sung von 
«Witte-Pepton» einen Niederschlag. Die Millonsche Reak- 
tion fiel positiv aus, die Glyoxylséurereaktion von Hopkins 
und Cole war negativ. 

Kine mit geringer Substanzmenge — 2,5 g des Sulfats — 
ausgefiihrte Schwefelsiurespaltung ergab folgendes Resultat.') 


') Beziiglich der Einzelheiten des analytischen Verfahrens sei auf 
die Mitteilung von F. Weiss, Diese Zeitschr., Bd. LH, S. 107 (1907), 


verwiesen. 
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Stickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs. 


Argininstickstoff: 
a) Kjeldahl-Bestimmung der Argininfraktion . . 42,3 %/o 
b) Arginin als Pikrolonat gewogen . . . . . . 37,6 » 
Lysinstickstoff: 
a) Kjeldahl-Bestimmung der Lysinfraktion. . . 11,0 » 
b) Lysin als Pikrat gewogen. . . . . . . . 2,9 » 


:Monoamidostickstoff> : 
Kjeldahl-Bestimmung im Filtrat der Lysinfraktion 25,1 » 


Unter den Spaltungsprodukten fehlte Ammoniak und Hi- 
stidin. Der Darstellung des Lysins als Pikrat kommt, da es 
sich um eine sehr geringe Substanzmenge handelte, keine quan- 
titative Bedeutung zu. Der in der Mutterlauge verbleibende 
Teil des Lysinpikrats mubte in diesem Falle einen bedeutenden 
Fehler bedingen. Anderseits diirfte die Kjeldahl-Bestimmung 
in der durch Phosphorwolframsiure fillbaren Fraktion einen 
etwas zu hohen Wert ergeben. 

Berechnet man aus obigen Stickstoffwerten die prozen- 
tischen Gewichtsmengen des Arginins, so ergibt sich aus der 
Kjeldahl-Bestimmung 23,7 °/o, aus der Wiagung des Pikro- 
lonats 21,5 °/o des lufttrockenen Crenilabrinsulfats an Arginin. 
Fiir das Lysin wiirde man nach Mafgabe der Kjeldahl-Be- 
stimmung im Phosphorwolframsaureniederschlag 10,3 °/o Lysin 
erhalten. 

Als Bausteine des Crenilabrins sind somit sicher nach- 
gewiesen: Arginin, Lysin und gewisse Monoamidosauren, unter 
denen auf Grund der Millonschen Reaktion Tyrosin anzunehmen 
ist. Es fehlen die Histidin, Tryptophan und Ammoniak bildende 
Gruppe. Das Crenilabrin unterscheidet sich von den Prot- 
aminen der Salmingruppe (d. h. dem Salmin, Clupein und Scom- 
brin) durch den Gehalt an Tyrosin und an Lysin, sowie durch 
den hdheren Gehalt an den durch Phosphorwolframsiure nicht 
fiillbaren «Monoaminosiiuren». Es unterscheidet sich ferner 
von dem a-Cyprinin durch den niedrigen Gehalt an Lysin, vom 
Sturin durch das Fehlen des Histidins und durch die Anwesen- 
heit des Tyrosins, vom Cyclopterin durch das Fehlen der Trypto- 

10* 
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phangruppe. Es hat wohl am meisten Ahnlichkeit mit dem 
g-Cyprinin, doch ist der Gehalt an Arginin in Crenilabrin ein 
viel hoherer. 

Diese Ergebnisse zeigen von neuem die grofe Mannig- 
faltigkeit der Protamingruppe, aber man muf auch in diesem 
Falle, wie bei allen Protaminen, die Méglichkeit zulassen, dal 
die als Crenilabrin analysierte Substanz nicht einheitlich ist, 
sondern eine Mischung mehrerer Protamine darstellt. Wire 
dies letztere der Fall, so miiBte die Fortsetzung dieser Unter- 
suchungen und die Aufteilung der bisher bekannten Protamine 
uns die Kenntnis noch einfacherer, nattirlich vorkommender 
Kombinationen von Eiweifbausteinen verschaffen. bis jetzt 
miissen die Protamine der Salmingruppe als die einfachsten 
Proteinstoffe betrachtet werden. 


IT. 


W. D. Maleniik hat meine friiheren Untersuchungen tiber 
das aus dem deutschen St6r gewonnene Sturin fortzusetzeu 
gesucht, indem er eine andere, im kaspischen Meer vorkom- 
mende Accipenserart in d&hnlicher Weise verarbeitete.!) Ma- 
leniik hat meine Darstellungsweise des Sturins hauptsiichlich 
in folgenden Punkten veriindert: 

1. Die von mir nach Mieschers Vorgang benutzte Fiil- 
lung der Spermamasse mit Essigsiiure wurde von Malentk 
nicht im unmittelbaren Anschluf an die tibrigen chemischen 
Manipulationen, sondern zeitlich getrennt von denselben, bereits 
am Fangorte vorgenommen, die Niederschlige in starken Spiritus 
iibertragen und in solcher Form aus dem Fangort transportiert. 

2. Die schwefelsauren Extrakte wurden ohne die von 
mir angegebene vorhergehende Alkoholfallung (auch ohne vor- 
hergehende Neutralisation) mit Natriumpikrat gefiillt. 

3. Der Pikratniederschlag wurde in Aceton gelost, filtriert 
und aus der Acetonlésung das Protaminsulfat durch Schwefel- 


siure gefiillt. 





Diese Zeitschrift, Bd. LVI], S. 99. 
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Die unter 1. genannte Abinderung des Darstellungsver- 
fahrens mute den Erfolg haben, dafi wihrend des Transportes 
der mit Essigsiiure gefillten und offenbar iiberschiissiges Fiil- 
lungsmittel enthaltenden Spermamasse ein betriichtlicher Teil 
der in den Kopfen enthaltenen Nucleinsiiure zersetzt und somit 
Nucleinbasen abgespalten wurden. 

Die unter 2. erwihnte Abinderung meiner Methode mubte 
dahin wirken, dab die abgespaltenen Nucleinbasen und speziell 
das Adenin, welche bei meinem Verfahren durch den Alkohol 
celést und fortgeschafft werden, mit in den Pikrinsiiurenieder- 
schlag hineingelangen. Dies mufbte um so mehr der Fall sein, 
da Maleniik die Pikrinsiiurefiillung bei ziemlich stark saurer 
Reaktion vornahm, wiihrend bei meinen Versuchen der Uber- 
schuB der Siiure durch den Alkohol entfernt war. Adenin ist 
aber bei Gegenwart von Siure leicht durch Natriumpikrat 
fiillbar. Die unter 1. und 2. genannten Abiinderungen, welche 
Maleniik meinem Verfahren hat zuteil werden lassen, muften 
somit eine Verunreinigung seines Priiparats mit Adenin bewirken. 

Maleniik findet nun, wie hiernach zu erwarten war, 
in der Tat eine Beimischung von Adenin, setzt aber merk- 
wiirdigerweise voraus, dafi auch meine Praparate mit Adenin 
verunreinigt gewesen sind. Durch diese Fiktion erkliirt er die 
Tatsache, daf das von mir untersuchte Praparat des deutschen 
Stérs einen hédheren Stickstoffgehalt gezeigt hat, als das von 
ihm dargestellte einer anderen Spezies. Herr Malentk er- 
hebt also gegen mich den Vorwurf, dah ich das von mir 
entdeckte und genau beschriebene Adenin bei der Darstellung 
des Sturins und bei der Untersuchung seiner Spaltungsprodukte 
iibersehen habe — und zwar in einer Menge, die etwa 10 °/o 
des Sturins betragen miifite! Ich kann diese Meinung des Herrn 
Maleniik auf sich beruhen lassen. Das von mir dargestellte 
Sturin enthielt keine nachweisbaren Spuren von Adenin, eben- 
sowenig anorganische Verunreinigungen. 

Herr Maleniik hat ferner bei der von mir angegebenen 
Darstellungsmethode Schwierigkeiten gefunden, als er versuchte, 
das Protaminpikrat in das Sulfat tiberzufiihren. Ich muf aus 
seiner Beschreibung schliefen, da er das Sturinpikrat in einen 
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Schitteltrichter gebracht und die klebrigen, der Wandung an- 
haftenden Massen mit Schwefelsiure und Ather zu zersetzen 
versucht hat. Wenn man in dieser Weise verfiahrt, geht die 
Umsetzung allerdings sehr schwierig und langsam vor sich. 
Schnell gelangt man aber zum Ziel, wenn man das Protamin- 
pikrat mit 20°/oiger Schwefelséure in einer Reibschale durch- 
knetet und die so erhaltene feine Aufschwemmung der Ather- 
extraktion unterwirft. Ich habe es fiir tiberfliissig gehalten, 
diese von mir benutzte Manipulation in den friiheren Mittei- 
lungen genauer zu beschreiben. Fachgenossen, welche in der- 
artigen Untersuchungen einige Erfahrung haben, werden sie 
als selbstverstindlich betrachten. 








Bemerkungen zur Frage der Celluloseverdauung beim Hunde 
und iber die Methoden der quantitativen Cellulosebestimmung. 
Von 
Dr. H. Lohriseh-Chemnitz. 


(Der Redaktion zugegangen am 16, September 1910.) 


In einer friiheren Arbeit!) habe ich Versuche dariiber 
angestellt, ob der Hund imstande ist, Cellulose zu verdauen. 
Die alteren Angaben hieriiber?) lauteten negativ. Die Berech- 
tigung, diese Angaben nachzupritifen, war zweifellos vorhanden. 
Denn einmal schien es a priori bei dem so gleichartigen ana- 
tomischen Bau der Verdauungsorgane des Carnivoren und 
Menschen unwahrscheinlich, dafs der Carnivore nicht imstande 
sein sollte, Cellulose in gleicher Weise zu verdauen wie der 
Mensch. Anderseits war zu den v. Knieriemschen Ver- 
suchen?) sehr grobe Cellulose wie Watte, Leinwand und Gras 
verfiittert worden, Stoffe, von denen mindestens die beiden 
ersten so schwer angreifbar sind, dai wohl auch der Pflanzen- 
fresser und der Mensch kaum nennenswerte Mengen davon 
verdauen dirften. 

Ich verfiitterte daher an Hunde neben Fleischkost reine 
Cellulose, die nach der von Simon und mir* *) angegebenen 
Methode aus Weifkraut hergestellt worden war. In drei Ver- 
suchen fand ich dabei, daf von der verfiitterten Cellulose 
31,1°/o, 37,45°/o und 5,4°/o nicht wieder erhalten wurden, und 
schlo8 daraus, daB der Hund Cellulose zu verdauen imstande ist. 

Meine Versuche sind nun neuerdings von Scheunert und 
Lotsch® ®) nachgepriift worden mit dem Resultate, dali die 
Autoren beim Hund keine Celluloseverdauung nachweisen 
konnten. Es hat sich dabei herausgestellt, daBh in meinen Ver- 
suchen die positive Celluloseverdauung auf einer Tiiuschung 
beruht, hervorgerufen dadurch, daB ich, im Gegensatz zu meinen 
simtlichen sonstigen Versuchen, bei den Hundeversuchen auf 
chemischem Wege (Simon-Lohrisch) dargestellte Reincellulose 
verfiittert habe. Scheunert und L6tsch konnten nachweisen, 
dai diese nach unserer Methode dargestellte Reincellulose bet 
ncchmaliger Behandlung mit der gleichen Methode Substanz- 
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verluste bis zu 30°/o erleiden kann. Es ist dies ein Umstand. 
den ich bei Anstellung meiner Hundeversuche leider nicht he- 
riicksichtigt habe und der die Celluloseverdauung in meinen 
Versuchen vorgetiiuscht hat. Offenbar ist, wie dies aus den 
Versuchen von Scheunert und LOtsch hervorgeht, bei der 
zweiten Behandlung im Kote die schon einmal demselben Ver- 
fahren unterworfene verfiitterte Reincellulose so angegriffen 
worden, daf Celluloseverluste eingetreten sind. 

Die sonstigen Bedenken, die Scheunert und Lotsch 
gegen die Methodik meiner Hundeversuche dubern, dab nimlich 
lufttroeckene, nicht absolut trockene Cellulose berechnet worden 
und dab der Aschegehalt der verfiitterten Cellulose nicht beriick- 
sichtigt worden sei, sind hinfiillig. Es ist selbstverstindlich, 
dal} die verfiitterte Cellulosemenge immer aschefreie Cellulose- 
trockensubstanz bedeutet. Es ist dies allerdings nicht aus- 
driicklich bemerkt worden. 

Ich habe daraufhin, um die Frage auch meinerseits noch- 
mals zu kontrollieren, unter Vermeidung des obengenannten 


Fehlers noch einen Hundeversuch ausgefiihrt. 

Kin mittelgrofer kurzhaariger Hund wurde 4 Tage lang mit kleinen 
Mengen klargewiegten Pferdefleisches gefiittert, wozu am vierten Tage 
0,3 ¢ Carminpulver gegeben wurde. Am 5. Tage hungerte der Hund und 
erhielt dann am 6., 7. und 8, Tage tiiglich eine Zulage von Weifikraut 
zum Fleisch. Dieses Weifkraut wurde so prapariert, daf\ getrocknetes, 
im Handel erhiltliches Weifkraut fein gewogen, noch stirker getrocknet, 
im Moérser nach Méglichkeit fein verrieben und durchgesiebt wurde. Eine 
grofhere Menge so hergestellten gesiebten Weifkrautes wurde sorgfiltig 
gemischt und von der Mischung ein gewisses Quantum, zum Verfiittern 
bestimmt, in einem luftdicht schliefenden Glase abgewogen. Zu gleiche! 
Zeit wurden mit kleinen Mengen derselben Mischung mehrere luftdicht 
schliefende Wiegegliischen beschickt; diese kleinen Quanten dienten zur 
Bestimmung des Cellulosegehaltes des Weifkrautes und besafsen also 
denselben Wassergehalt wie das verfiitterte Weifkraut. Es beziehen sich 
die unten folgenden Weifkrautzahlen also stets auf lufttrockenes Kraut 
Das zum Verfiittern bestimmte Weifkraut wurde nun an den erwihnten 
drei Tagen, nachdem der inzwischen ausgeschiedene Fleischkot keine 
Reste von Cellulose mikroskopisch erkennen lief, in drei Portionen rest- 
und verlustlos verfittert. Das Kraut wurde dazu mit heifem Wasse! 
angeriihrt, bis es zu einem dicken Brei aufgequollen war, und dann mil 
moglichst wenig Fleisch und etwas Salz gut vermischt. Der Hund fraf 


nach vorausgegangenem Hungertag das geringe Fleischquantum mit dem 
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Kraut begierig auf. Am 9. Tage bekam der Hund wieder Fleisch mit 
0.3 g Carmin, die naichsten 2 Tage weiter Fleisch und hernach Knochen. 
Auf diese Weise gelang es, den weifkrauthaltigen Kot innerhalb der Carmin- 
tage genau abzugrenzen. 

Der gesamte gesammelte Kot wurde zunichst auf dem-Wasserbade 
in gewogener Schale lufttrocken gemacht. Dann wurde er aus der Schale 
moglichst ohne Verluste entfernt, im Mérser unter peinlichster Vermei- 
dung von Verlusten zu Pniver verrieben, gut gemischt, in der urspriing- 
lichen Schale im Trockenschrank scharf getrocknet und dann als abso- 
luter Trockenkot gewogen. Von diesem Trockenkot wurden kleine Quanten, 
zur eae aks en a im Kot dienend, in gleichzeitig im Trocken- 
schranke getrocknete gut schliefende Wiegegliischen gegeben. Die unten 
folgenden Kotzahlen beziehen sich also immer auf Trockensubstanz. 

Die Cellulosebestimmung im Weifkraut und im Kot wurde nach 

Methode Simon-Lohrisch ausgefiihrt. 


Im einzelnen gestaltete sich der Versuch folgendermafen: 


Tag Fitterung 
1.—3, Fleisch. 
4. Fleisch mit 0,3 g¢ Carmin. 
5. Hunger. 
6 


Insgesamt 177.4 g¢ Weifkkraut mit wenig Fleisch. 
a Fleisch mit 0,3 ¢ Carmin. 

10.—11. Fleisch. 
12. Knochen. 


Cellulosebestimmung im Weifkraut. 


I. If. 
Wiegeglas -+- Weifkraut .......6¢.-. = 31,6242 32,3666 
i a a ae 29,7925 30,7469 
Verwendetes Weifkraut ........ = 18817 1.6197 
Piles (OGEOM 0c ttt tec we Se = 08250 
Wiegeglas + Filter + aschehaltige Cellulose . = 31,6800 - 31,6495 
~~ FO nce te ee eS 30,7405 30,7404 
Filter + aschehaltige Cellulose .....2+ 6. = 0.9395 = 0,9091 
-— Te < & ak @ eS 4 A Oe HH ee 0,8437 0.8250 
Aschehaltige Cellulose ....... +. 6 - « = 0,0958 0,0841 
— Asche (unter Beriicksichtigung der Filter ‘asche) 0,0036 0,0022 
Reincellulosegehalt des Weifkrautes. . . = 0.0922 — 0,0819 

—= §,03 Jy - 506° 


Das verfiitterte Weifkraut enthalt demnach im Mittel 5,045 % 
Cellulose. 
Verfiittert wurden 177,4¢ Weifkraut = 8,95 g Cellulose. 
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Trockenkot und Cellulosebestimmung im Kot. 
Die Trockenkotinenge betragt 98,9 g. 
3 Kotanalysen (in derselben Weise ausgefithrt wie im Weifkraut) 
ergaben folgende Cellulosewerte: 


2.5271 Kot enthalten 0,2516 Cellulose = 9,96 °/o 
21690 >» ‘ 0,2143 , = 9,88 Jo 
$,3421 >» > 0,3312 > == 9,91 */s. 
Im Mittel enthalt der Kot 9,92 °%/o Cellulose. 
98,9 g Trockenkot enthalten 9,81 g > 
Das Resultat des Versuches ist demnach: 
Verfittert: 8.95 g Cellulose. 
Wiedergefunden: 9,81 > > 


Ks geht also auch aus diesem Versuche das Unvermégen 
des Hundes, Cellulose zu verdauen, hervor, und ich vermag 
danach meine friiheren Angaben tiber eine positive Cellulose- 
verdauung beim Hunde nicht aufrecht zu erhalten. Neuerdings 
ist das gleiche auch von v. Hésslin“) in zwei Versuchen nach- 
gewiesen worden; dabei zeigte sich, dai auch bei wochen- 
langer Fiitterung von Cellulose am Hunde keine Anpassung an 
diese neue Nahrung und keine Fahigkeit, Cellulose zu ver- 
dauen, eintritt. Damit ist die Frage der Celluloseverdauung 
beim Hunde nun definitiv in negativem Sinne entschieden. 





W eiterhin mochte ich noch einige Bemerkungen tiber die 1904 
verOffentlichte Cellulosemethode Simon-Lohrisch und tber die 
Rohfaser- und Cellulosemethoden im allgemeinen anschliefen. 

Scheunert, L6tsch und Grimmer® & ® %) haben bei 
Anwendung meiner Methode hiufig groBe Differenzen in den 
Kontrollanalysen gefunden und fiihren dies darauf zurtick, dal 
die konzentrierte Kalilauge und das Mercksche 30°/oige Was- 
serstoffsuperoxyd unkontrollierbare Mengen von Cellulose zer- 
stéren. Daf die genannten Substanzen einen Teil der Cellulose 
zerstOren kénnen, ist nicht zu bestreiten. Allein, wo hatten 
wir heutzutage eine Methode der quantitativen Cellulosebestim- 
mung, bei der Celluloseverluste durch die angewendeten Chemi- 
kalien sich vermeiden lieBen? Durch Hoffmeister wissen wir, 
daf schon verdiinnte Laugen Cellulose lésen kénnen: auch 
verdiinnte Mineralsaéuren lésen Cellulose, wenn auch in geringem 
Grade (vgl. hieriiber die Literatur bei Lohrisch+?°)). Schon 
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beim alten Weender-Verfahren haben wir keinerlei Garantie 
dafiir, dafs nicht ein Teil der Cellulose und der sonstigen Roh- 
faserbestandteile geldst wird und beim Filtrieren zu Verlust 
geht. Naturgemafi ist die Gefahr, daB Cellulose bei der quanti- 
tativen Methode gelést resp. zerstért wird, um so gréfer, je 
intensiver wirkende Chemikalien benutzt werden. Und darin 
liegt eben die Schwierigkeit jeder Cellulosemethode, da wir 
cezwungen sind, auf die zu untersuchende Substanz mit kriif- 
tigen chemischen Mitteln einzuwirken, um aus einem Gemisch 
von Eiweif, Fett, Kohlenhydraten, inkrustierenden Substanzen 
und Cellulose die Cellulose moglichst rein herauszuschiilen, zu 
welchem Zwecke wir eben die iibrigen Substanzen zerstéren 
miissen. Keine der bisherigen Methoden ist so beschaffen, dab 
es dabei ohne Celluloseverluste nachweisbar abginge. Die an- 
sewendeten chemischen Mittel wirken entweder zu schwach 
und wir erhalten keine Reincellulose; oder sie wirken zu ener- 
gisch und dann gibt es eben Celluloseverluste. Den richtigen 
Mittelweg innezuhalten sehe ich vorlaufig noch keine Méglich- 
keit. Wir wissen nicht, bis zu welchem Grade der Konzen- 
tration bei der Untersuchung cellulosehaltigen Materials auf 
Reincellulose wir Laugen, Siuren und andere Oxydationsmittel 
(H,O,, Kaliumchlorat) einwirken lassen diirfen, wenn sie in 
ihrer l6senden resp. zerstOrenden Wirkung eben vor der Cellu- 
lose Halt machen sollen. Dazu reichen unsere Kenntnisse von 
der chemischen Beschaffenheit reiner Cellulose noch nicht aus. 
Nun mag ja die Einwirkung des 30°/oigen H,O,, zumal in Ver- 
bindung mit Kalilauge, eine besonders intensive sein und es 
mégen dadurch vielleicht etwas gréBere Fehler bedingt werden 
als mit anderen Methoden. Dann leiden aber auch eine Anzahl 
andere Methoden an den gleichen Fehlern: z. B. wird beim 
Konigschen Glycerinschwefelsiureverfahren!') ebenfalls reich- 
lich mit H,O, bei Anwesenheit von Ammoniak gearbeitet; bei 
der Langeschen Methode *) wird konzentrierte Kalilauge bei 
hohen Temperaturen angewendet; und bei der von Scheunert 
und Létsch®*® *) neuerdings vorgeschlagenen Modifikation der 
Methode Simon-Lohrisch treten ebenfalls durch die kon- 
zentrierte Kalilauge unvermeidliche Celluloseverluste ein. 
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Aus dem Vorstehenden erhellt, und dariiber mu’ man 
sich klar sein, dab jede Methode eine anders beschaffene Cellu- 
lose liefert, soda sich die Cellulose, die ich mit meiner Methode 
erhalte, sicherlich nicht mit der Cellulose anderer Methoden 
vergleichen lift. Die Cellulose ist nun einmal vorlaufig noch 
eine nicht scharf definierbare und deshalb auch nicht quanti- 
tativ exakt bestimmbare Substanz. Damit miissen wir uns ab- 
finden und mitissen mit den quantitativen Cellulosemethoden, 
wenn auch ungern, ein Kompromifi abschliefen dahingehend. 
dafi an die quantitativen Cellulosemethoden eben nicht der 
strenge Mafstab angelegt werden kann, der bei anderen quan- 
titativen chemischen Methoden, etwa den N-Bestimmungsme- 
thoden, selbstverstiindlich unerliiflich ist. Wenn Simon und 
ich anfangs die Hoffnung hegten, unsere Methode zu einer 
ganz exakten quantitativen im strengsten chemischen Sinne 
ausbauen zu kénnen, so haben wir doch bald die Schwierig- 
keiten eingesehen, die sich dem entgegenstellen, und haben uns 
mit dem Erreichbaren begniigt. Ich riiume also Scheunert 
gern ein, dafB, wenn wir unsere Methode eine «quantitative: 
nennen, dies cum grano salis zu verstehen ist. Bei reichlichem 
und langjiihrigem Arbeiten mit der Methode ist es mir natiirlich 
auch vorgekommen, daf mitunter die Kontrollanalysen weit- 
gehende Differenzen zeigten. In solechen Fallen muSB man eben 
3 oder 4 Analysen mehr ausfiihren. Im allgemeinen aber, mul 
ich sagen, habe ich kaum so grofe Differenzen (10—15°/o) in 
den Kontrollanalysen gesehen wie Scheunert mit Grimmer 
und Létsch®*%* *%) und v. Hésslin und Lesser.) Ich habe 
schon friiher eine Anzahl Analysenwerte verd6ffentlicht, *) die 
zum Teil gut tibereinstimmen, zum Teil aber auch gewisse 
Differenzen zeigen. 

Es kamen in den Kontrollanalysen z. B. Werte vor wie: 

1,61°%o — 1,55 °%o, 

3,97°/o — 4,07 °%/o, 

0,282 °/o — 0,208 °/o, 
also Differenzen, die man fiir sonstige chemische quantitative 
Methoden nicht gelten lassen kénnte, die aber bei meiner 
Methode mit in Kauf genommen werden miissen und die zeigen. 
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daB ich von vornherein nicht zu hohe Anspriiche an die quanti- 
tative Exaktheit der Methode gestellt habe. Anderseits zeigen 
z. B. meine Raupenversuche!) sehr schén, wie exakt die Me- 
thode arbeiten kann. Auch die Zahlen im obigen Hundeversuche 
zeigen doch eine relativ recht gute Ubereinstimmung der Ana- 
lysen, die auf alle Fiille fir den in Betracht kommenden Zweck 
senligt. Gelegentlich allerdings trifft man wohl auch einmal 
Fille an, in denen auch in zahlreichen Analysen keine rechte 
Ubereinstimmuug zu erzielen ist. Hier spielt offenbar die Be- 
schaffenheit des Untersuchungsmaterials eine Rolle. In solchen 
Fiillen muf8 man sich dann eben mit einem Mittelwerte aus 
den am meisten iibereinstimmenden Analysen zufrieden geben. 
Fiihrt man dabei aber eine gentigend grofe Anzahl Analysen 
aus, so ist die Fehlerbreite dann auch keine allzu grofie. 

Als Simon und ich unsere Methode ausarbeiteten, taten 
wir dies in der Absicht, ein modglichst kurzes Verfahren 
zu besitzen. Eine quantitative Cellulosemethode, die fiir die 
Zwecke der Klinik und fiir physiologisch-chemische Untersu- 
chungen beim Menschen brauchbar sein soll, mui den Vorzug 
der Kiirze haben, denn es fehlt im allgemeinen die Zeit, um 
tagelang an einigen Analysen zu arbeiten. In dieser Hinsicht 
sind alle alteren Methoden unbrauchbar: das Weender Ver- 
fahren nimmt unter Umstiinden 2—3 Tage, noch viel liingere 
Zeit aber nehmen andere Methoden, z. B. die von Schulze, 
Hoffmeister, K6nig u. a. in Anspruch (vergleiche hierzu Loh- 
risch*)). Die Methode Simon-Lohrisch dagegen erlaubt, die 
Analysen in ca. 5 Stunden fertig zu stellen. Ferner kam es 
uns darauf an, méglichst reine Cellulose zu erhalten. Hierzu 
waren natiirlich eingreifend wirkende Mittel (Lauge, H,O,) notig, 
um die Cellulose méglichst befreit von den inkrustierenden 
Substanzen zu erhalten. Wenn dadurch auch die Genauigkeit 
der Methode etwas gelitten hat, so ist damit anderseits der 
Vorteil der Gewinnung sehr reiner Cellulose gegeben, und das 
muB8 doch schlieBlich der Zweck jeder Cellulosemethode sein. 
In der Tat entdeckt man, wenn man die nach unserem Ver- 
fahren hergestellte Cellulose mikrochemisch (.Jodchlorzink) unter- 
sucht, nur sehr sparliche Beimengungen inkrustierender Sub- 
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stanzen. Beimengung von Starke habe ich auch bei Untersuchung 
sehr starkehaltigen Materials nicht finden kénnen (vergleiche 
Lohrisch,!°) $.11). Kiirze und Gewinnung sehr reiner Cellulose 
sind jedenfalls zwei unbestreitbare Vorziige der Methode. 

Meiner langjihrigen Erfahrung nach ist die Methode 
Simon-Lohrisch durchaus brauchbar, wenn es sich darum 
handelt, Ausnutzungsversuche anzustellen, bei denen es auf 
einen Vergleich zwischen der eingefiihrten und ausgeschiedenen 
Cellulose ankommt. Wenn man hierbei im Fiitterungsmateria| 
und im Kot die Cellulose mit unserer Methode bestimmt, die 
Methode beherrscht, insbesondere groBten Wert darauf legt, 
dal} die Kochzeiten in allen Analysen peinlichst genau einge- 
halten werden, dal} immer die gleichen Mengen Lauge und 
H,O, bei gleicher Hitze angewendet werden, so erhalt man 
meist Analysenresultate (vergleiche obigen Hundeversuch), die 
sich sehr wohl verwerten lassen und vor allen Dingen vollig 
genligen, um die zugefiihrte mit der ausgeschiedenen Cellulose 
zu vergleichen. Auch v. H6ésslin spricht sich neuerdings in 
diesem Sinne aus.*) Die sorgfiltigste Herstellung ganz gleich- 
miifiger Verhaltnisse bei den einzelnen Analysen ist bei unserer 
Methode ebenso noétig wie z. b. bei der Verzuckerung der 
Hemicellulosen durch Hydrolyse. Hierbei erhiélt man nach 
Schulze!*) fast niemals die der Theorie nach zu erwartende 
Zuckermenge vollstiindig, sondern es tritt neben der Inversion 
der Hemicellulosen zu Zucker bei zu langem Kochen eine 
Wirkung entgegengesetzter Art, eine Reversion ein, sodaf man 
um so weniger Zucker erhiilt, je langer man kocht. Auch hier 
lassen sich gut tibereinstimmende Resultate nur dann erzielen, 
wenn immer eine ganz gleichmabige Ausfiihrung der Methode 
stattfindet. Es ist also in der physiologischen Chemie nicht 
nur unsere Methode, deren man sich mit einer gewissen Vor- 
sicht bedienen mub. 

Jedenfalls beriihren die anerkanntermafSen nicht 
unberechtigten Einwiinde Scheunerts gegen die Me- 
thode die Resultate und Schlubfolgerungen aus meinen 
zahlreichen Untersuchungen tiber Verdauung und Nahr- 
wert der Cellulose beim Menschen+! ) in keiner 
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Weise. Lediglich die Hundeversuche sind aus den 
oben angefihrten Griinden zu korrigieren. 
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Zur Kenntnis der Invertase. 
Vorliaufige Mitteilung. 
Von 


H. Euler, E. Lindberg und K. Melander. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1910.) 


Invertase aus Hefe kann man nach zwei wesentlich ver- 
schiedenen Methoden darstellen. Nach der einen zerst6rt man 
die Zellwiinde der Hefe durch Autolyse und fallt den dabei 
erhaltenen Saft fraktioniert mit Alkohol. Nach der anderen 
werden die Hefezellen durch Trocknen bei héheren Tempera- 
turen oder durch Behandlung mit Alkohol oder Aceton ent- 
wiissert und dann mit Wasser extrahiert. Auch ohne vorher- 
gehende Entwiisserung der Hefezellen gelingt eine teilweise 
Extraktion der Invertase, wie E. Salkowski!) gezeigt hat. 

Das Extraktionsverfahren mit der bei 105° getrockneten 
Hefe ist 1877 von Salkowski und kurz darauf von seinem 
Schiller Barth?) beschrieben und seitdem hiiufig angewandt 
worden. Zur AbtOtung der Hefe mit Alkohol behandelt Os- 
borne®*) Hefe mit der gleichen Gewichtsmenge Alkohol, lilt 
sinen Tag stehen und filtriert die Hefe ab. Wroblewski! 


') Es bleibt zu untersuchen, ob bei der Extraktion von frische! 
Hefe mit Chloroformwasser wirklich die lebenden Hefezellen Invertase 
abgeben, oder ob es nicht die bei der Digestion mit Wasser abge- 
storbenen Zellen sind, welche das Enzym liefern. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XI, S. 474, 1878; vgl. hierzu 
auch Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 307, 1900. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 408, 1899. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXI, 8. 1135, 1898. 
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hatte ein Jahr friiher PreBhefe mit einer kleinen Menge von 
90°/oigem Alkohol und der doppelten Menge Seesand zer- 
rieben; nach 24 Stunden wurde das Filtrat mit Alkohol und 
Ather versetzt, wobei ein stark wirksames Invertasepriparat 
ausfiel. 

Dafi sich sehr kraftige Invertasepriéparate aus dem durch 
Autolyse der Hefe sich bildenden Saft gewinnen lassen, haben 
besonders O'Sullivan und Tompson!) gezeigt, kurz vorher 
hatte Salkowski’*) die Autodigestion der Hefe eingehend 
studiert. 

Seit dieser Zeit sind die drei angegebenen Methoden zur 
Gewinnung der Invertase vielfach angewandt worden, ohne 
dal Angaben gesucht oder gefunden worden waren, nach welchen 
die relative Brauchbarkeit dieser Methoden beurteilt werden 
kiénnte. Da die Frage, wie die grodften Ausbeuten an Inver- 
tase und die reinsten Priparate zu erhalten sind, gelOst wer- 
den muh, bevor eine rationelle Darstellung dieses Enzyms un- 
ternommen werden kann, so hat der eine von uns (Lindberg) 
diesbeztigliche Versuche ausgefihrt. 

Zur Anwendung gelangte stets dieselbe Hefe, némlich 
Unterhefe aus der hiesigen Hamburger Brauerei. Dieselbe 
wurde gesiebt, gewaschen und abgeprebt, und dann ent- 
weder entwiéssert oder bis zum Eintritt der Autolyse sich selbst 


iberlassen. 


Extraktion getrockneter Hefe. 


Bei der Trocknung kommt es darauf an, daf die Hefe, 
so lange sie in grOferer Menge Wasser enthialt, keinen héheren 
Temperaturen ausgesetzt wird, und daf sich die Entwaésserung 
so schnell als méglich vollzieht. Am geeignetsten breitet man 
die Hefe in diinner Schicht tiber den heizbaren Platten eines 
-assburgschen Vakuumapparates aus, dessen ‘’emperatur 
man anfangs auf etwa 40° halt und spiiter bis 100° steigen 
labt. Die Entwisserung dauert ungefiihr eine halbe Stunde. 

*) Journ, Chem. Society, Bd. LVII, S. 834, 1890. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 506, 1889. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXIX. 11 
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Nach dieser Behandlung bildet die Hefe ein sehr hellbraunes 
Pulver, das nun im Morser weiter zerrieben werden kann. 

Diese Methode liefert, wie Euler und af Ugglas!) ge- 
funden haben, ein Praparat von ungefiihr gleicher Wirk- 
samkeit wie die Behandlung abgeprefter Hefe mit Alkohol,?) 
und da die Trockenmethode ein sparsameres Arbeiten ge- 
stattet, so haben wir sie zur Darstellung der Dauerpraparate 
benutzt. 

Diese Dauerpriparate wurden mit der 10fachen Menge 
Wasser wiihrend 20 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert, 
durch einige Tropfen Toluol wurde die Mischung steril ge- 
halten. Der so gewonnene Extrakt enthalt aufer Invertase 
reichlich Eiweifstoffe, deren Entfernung nicht ohne erheblichen 
Verlust an Invertase zu bewirken war. Die Reinigung geschah 
durch Adsorptionsmittel, welche nach Behandlung mit Salzsiiure 
und Wasser in feuchtem Zustande dem Extrakte zugesetzt 
wurden. Die Extrakte wurden mit dem Adsorptionsmittel etwa 
1/2 Stunde in Beriihrung gelassen, worauf letzteres abgesogen 
wurde. Der Gehalt der Extrakte an gesamter Trockensubstanz, 
ferner an Stickstoff und an Asche und der Einfluf der Kaolin- 
behandlung auf diese Konzentrationen geht aus der folgenden 
Tabelle hervor. Der Gehalt an Trockensubstanz wurde durch 
Kindunsten der Lésung und Trocknen bei 105° bestimmt; der 
Aschengehalt durch Gliihen des so gewonnenen Riickstandes 
und der Stickstoff wurde nach der Methode von Kjeldahl] er- 
mittelt. 

In folgender Tabelle fillt das konstante Verhiiltnis a/b auf, 
welches zeigt, dafi durch Behandlung des Saftes mit Kaolin 
das Verhiiltnis zwischen Gesamttrockensubstanz und N_ nicht 
geiindert wird. Es scheint also, da Kaolin gleichzeitig mit 
Kiweili auch N-freie Bestandteile des Hefeextraktes adsorbiert. 
Dab eine solche Adsorption von Stoffen wie Pektinsiiure usw. 
eintreten kann, ist friiher gezeigt worden. ') 


1) Arkiv for kemi ete., Bd. III, Nr. 34, 1910. 
*) Sofern man iberschiissigen absoluten Alkohol rasch einwirken 
laft; sonst wird die Invertase erheblich beeintrachtigt. 
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Tabelle 1. 
ee 
5 pio Saft 5 com Saft | deem 
| enthalt i ¢ 
Behandlung des Saftes ig Trocken-| enthalt | a/b | Saft 
' substanz | £ N | enthalt 
| a | b g Asche 





1. 115 gHefe, getrocknet und hierauf| | 
mit Alkohol behandelt, werden mit! | 
1150 ccm Wasser extrahiert. Filtrat.; 0,1039 | 0,01345 | 7, 


Nach Behandlung mit Kaolin . | 0.1019 | 0,01131 | 9,01 00220 
Obiger Saft wird im Vakuum von, | | | 


635 cem auf 110 ccm eingedunstet; | | 
hierauf mit 50 g Kaolin behandelt .| 0,1562 | 0,01736 | 8,99 0,031 


73 | 0,0244 


| 
| 
| 


Nach einer weiteren Kaolinbehand- | 
ee ae) eae 7,94 | 0,0281 


2. 70 g Hefe werden mit 600 ccm) | 
Wasser extrahiert und mit Kaolin | 
behandelt . . . . —_- | —~ | 001617 | — | — 
Nach Eindunsten im a von! | | 
| 


410 auf 80 ccm und Behandlung mit! | 
| 0,03009 8,770,046 


10 ¢g Kaolin... | 0,2640 
Nach weiterer a mit Kao-| 
ln und 10 g Kohle . . . . . .| 00,1297 | 0,01316 — 9,85 0,0275 


3. 600 g Trockenhefe werden mit) | | 
61 Wasser behandelt; 250 cem dieses| | | | 
Extraktes wurden mit 300 g Kaolin | 

| 


behandelt . . . 0,0905 | 0009993 9,06 | 0,0161 
Nach weiterer Be — ‘uit ti 50 gl | | 
Kohle ....... . . . . 0,0172 | 0,004967, 3,46 | 0,0052 


| 
i. 650 g Hefe werden mit 500 ccm | | 
Wasser verrieben. Der durch Autolyse | 
pebildete Saft wird mit Kaolin be- 


handelt. . oo...) ; 0),1203 | 0,01402 8.8 | 0.0179 
Nach weiterer Kectiebohoaiibens | | 
(150 g Kaolin) . . . . . . . .) 00976 | 0,01316 | 7,42 | 0,0166 


0. 2300 g Hefe werden ohne Wasser- 
zusatz 10 Tage bei 25° C. stehen ge- | 


lassen. Autolysesaft. . . . . .| 1,1948 | 0,1352 8,84 0,113! 
6. 1820 ¢ Hefe werden 14 Tage bei 
25°C. stehen gelassen. Autelysesaft. 1,38246 | — — |0,157 


(Ausbeute 300 ccm Saft, enihaltend 
5) g Rohinvertase). 
Autolyse geprefter Hefe. 

Die zu obigen Versuchen angewandte Hefe wurde auch 
| Autolyseversuchen benutzt. Sie wurde zu diesem Zweck 
11* 
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soweit abgepreBt, daB auf 4 Teile Wasser 1 Teil Hefe kam. 
Die Autolyse wurde anfangs bei Zimmertemperatur durchge- 
fiihrt, spiiter in einem Luftthermostaten bei etwa 25°. Die in 
Glaskolben befindliche Hefe war anfangs mit Thymol versetzt 
worden, spiiter beschrankten wir uns auf Anwendung von Toluol, 
um nicht eventuelle Zersetzungs- oder Umwandlungsprodukte 
auftreten zu lassen.!) 

Da Versuche den durch Autolyse gebildeten Saft von den 
nicht gelésten und schleimigen Bestandteilen der Hefe durch 
Zentrifugieren zu trennen wenig Erfolg hatten, so wurde der 
Saft durch eine grofe Anzahl Faltenfilter direkt abfiltriert. Der 
so erhaltene klare, aber dunkle Saft wurde nun nach den An- 
gaben von O'Sullivan und Tompson behandelt. Er wird 
zuerst unter lebhaftem Umriihren mit so viel Alkohol versetzt, 
daf die Losung in bezug auf diesen 47°/oig wurde. Hierbei 
fallen gleichzeitig mit der Invertase noch Eiweifstoffe. Nach 
Abdekantieren der alkoholischen Lo6sung wurde diese Fiillung 
mit etwa 250—300 cem destillierten Wassers digeriert. Hierbei 
geht die Invertase in Lésung, wiéhrend ein Teil der Eiweifi- 
stoffe ungelést bleibt. Setzt man nun so viel Alkohol zu, dai 
die Lésung daran 28°/oig wird, so fallen Eiweifstoffe, wahrend 
Invertase in Lisung bleibt. Man filtriert nach einiger Zeit von 
diesen ab und macht nun die Lésung durch weiteren Alkohol- 
zusatz wieder 47°/oig. Die nun erhaltene schleimige, grauweibe 
Fiillung geht durch Verreiben mit absolutem Alkohol in Pulver- 
form iiber. Das Pulver wird weiter mit absolutem Alkoho! 
gewaschen, abgesaugt und im Vakuumexsikkator verwahrt. 
Bei gewohnlicher Temperatur verlieren solche Praparate ihren 
Alkoholgehalt, welcher bis 20°/> betragen kann, nur sehr lang- 
sam, und miissen deswegen vor der Analyse im Trockenschrank 
von Alkohol befreit werden. Ihre Wirksamkeit wird dadurch 
nicht wesentlich vermindert. 

Die Ausbeute an Rohinvertase betrigt etwa 5 g pro 2 kg 
abgepreBbter Hefe. Die Wirksamkeit dieses Praparates wurde 
nach einer Methode bestimmt, welche von O’Sullivan und 


') Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 396, 1903. 
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Tompson angewandt wurde. Wir lésten niémlich 0,05 g In- 
vertase in 5ecm 0,0005 n-HCI oder in 0,5 n-NaH,PO ,-Lésung und 
setzten unmittelbar darauf 20 ccm einer 20°/oigen Rohrzucker- 
ljsung zu und beobachteten die Zeiten, welche verstrichen, bis 
die Drehung der LoOsung den Wert 0° erreichte. Im allgemeinen 
zeigte sich die Wirksamkeit der verschiedenen Priiparate auf- 
fallend konstant. Diese Konzentration der Salzsiiure bezw. des 
Phosphats entsprach der optimalen Wirkung und erzeugte eine 
Konzentration der H-Ionen von etwa 5-10~°, was mit dem von 
sirensen?)erhaltenen Ergebnis in bester Ubereinstimmung steht. 

Versuchen wir nun einen Vergleich anzustellen zwischen 
der Wirksamkeit der einerseits durch Extraktion der Trocken- 
hefe, anderseits durch Autolyse gewonnenen Siifte, so ergibt 
sich folgendes. 

Autolyse. Aus 2 kg geprebter Hefe = 0,4 kg getrock- 
neter Hefe wurden 300 ccm Lésung bezw. Autolysesaft er- 
halten. 1c¢em von diesem Saft enthielt 0,264 g Substanz. Wurde 
diese Menge mit so viel Rohrzuckerlésung vermischt, daf die 
Rohrzuckerkonzentration 20°/o betrug, und wurde fir die opti- 
male H-Konzentration durch Zusatz einer geringen Menge HCl 
sesorgt, so betrug die Wirksamkeit, ausgedriickt durch die 
Inversionsgeschwindigkeit der Losung, k- 10 = &9. 

Extraktion. Werden 2 kg Trockenhefe in 201 Wasser 
digeriert, so enthalten 6,1 cem des Extraktes 0,145 g Substanz. 
Wird diese Menge, wie oben, mit so viel Rohrzucker vermischt, 
dali die Mischung in bezug auf Rohrzucker 20°/oig war, so 
wurde eine Inversionskonstante = 40 gefunden. 

Die Berechnung dieser Resultate geht aus der folgenden 
Tabelle hervor. 

Dieser Tabelle kann man das bemerkenswerte HKesultat 
entnehmen, dab aus einer gewissen Menge Trockenhefe sehr 
genau die gleiche Menge wirksamer Invertase erhalten wird, 
sei es dafB man die Hefe der Autolyse unterwirft, sei es dab 
sie direkt mit Wasser extrahiert wird. Da aber im ersten 
Palle die Gesamtmenge darstellbaren Enzyms in 300 ccm ent- 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 256, 1909. 
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halten ist, wiahrend bei der Extraktion 20 1 erforderlich waren. 
so verdient erstere Methode zur Darstellung von Invertase den 


Vorzug. 








Tabelle 2. 
a) 
| | | | 
| An- | gre | g Sub- jw _| Wirksam-| G ae 
‘_gewandte | de, stanz im | Wirksem | keit von | — 
| Trocken- | Saft /gesamten | keits- | gesamter | ri 
fe a N | e 
hefe | Saft | konstante| eS | gena 
kg =| in cem a | | b | a-b 
| ! { | l 
Autolyse 0,4 | 300 | 79,2 | 89-10* | 337-108 | — 
> | 20 | 1500 | 396,0 | 89-108 | 337 - 10* |1335 - 108 
_ | | | 
Extraktion 2,0 20000 | 482,0 | 40: 10 | 276 - 104 1330 - 10° 
| | | | 





Tatsichlich wurde die Gesamtmenge Rohinvertase, welche 
von uns zur weiteren Verarbeitung benutzt wurde, auf letzterem 


Wege hergestellt. 


Analyse der Rohinvertase. 
Praparat a. 


Die Ausbeuten der einzelnen Darstellungen wurden ge- 
mischt und verrieben und betrugen zusammen ungefahr 25 g. 
Dieses Produkt wurde in bezug auf N und Asche untersucht. 
Die N-Bestimmung geschah nach Kjeldahl. Die Analyse ergab 
als Resultat 3,06°/o N und 8,04°/o Asche. ') 


N-Bestimmung: 

1,0050 g Substanz enthielt 3,192°o N 

0,9912 » > > 2,932 °%o » 

Mittel 3,06°%o N. 

Aschebestimmung: 

0,4999 g Substanz gaben 0,0392 g = 7,842°/o Asche 
0,5012 » > > 0,0413 >» = 8,241°%/o >» 
Mittel 8,04°/o Asche. 
Ahnlich wie Priparat a wurden die Priparate b und c 


dargestellt. Ihre Analyse gab in bezug auf Stickstoff und Asche 
folgende Werte. 














') Nach Hafner (Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 19, 1904) besteht 
die Asche hauptsachlich aus Phosphorséure und enthalt daneben etwas 
Schwefelsiure, Magnesium und Kalium. 
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Praparat b. 

0.2493 g Substanz enthielten 3,76°%o N 
0,1960 > . > 5,10°,0 Asche. 
Aktivitat: + 0° = 27 Min. 
Praparat c. 

0,3402 g Substanz enthielten 3,40°%/o N 
0,4218 » > » 7,25°/o Asche. 


Aktivitat: + 0° = 25 Min. 


Untersuchung des gereinigten Materiales. 


Praparat A. 


20 g dieses Ausgangsmateriales wurden nun in 175 ccm 
destillierten Wassers gelOst und zuniichst einmal mit 75 g Kaolin 
und sodann zweimal mit 50g Kaolin behandelt. Nach der 
Filtrierung wurde die Invertase mit tiberschiissigem absolutem 
Alkohol gefallt. Das erhaltene Praparat A war nun vollstandig 
farblos und wurde nun zunichst auf seine Wirksamkeit unter- 
sucht. Die Aktivitét bezw. katalytische Wirksamkeit der In- 
vertase wird am besten durch die Reaktionskonstante ausge- 
driickt, welche sich bei Anwendung einer bestimmten Konzen- 
tration des Enzyms und Rohrzuckers ergibt. Dies soll natiirlich 
auch bei den definitiven Messungen geschehen. Vollkommen 
einwandfrei ist es auch, die Aktivitét des Enzyms durch die 
Zeiten anzugeben, welche zum Umsatz von gewissen Bruch- 
teilen des Substrates erforderlich sind, wie dies O'Sullivan 
und Tompson getan haben. Fiir jeden Grad Rechtsdrehung 
der ursprtinglichen Zuckerlésung tritt bei 20° schlieBlich eine 
Linksdrehung von 0,32° auf. Wird also wihrend der ganzen 
Reaktion die Drehung 1 + 0,32° durchlaufen, so ist, wenn die 
Drehung 0° betragt, der umgesetzte Teil 1 : 1,32 = 0,7575. 

Man bestimmt also in dieser Weise die Zeit, welche zum 
Umsatz von nahezu 3/4 der Reaktion erforderlich ist. Aus dieser 
Zeit ergibt sich die Reaktionskonstante nach der Gleichung 

0.1206 
k= — _ 


Fehlerhaft ist hingegen, zur Vergleichung der Aktivitat, 
wie es oft geschieht, die Drehungen anzugeben, welche nach 
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gleichen Zeiten erreicht werden, resp. die Zuckermengen, welche 
nach gleichen Zeitintervallen gebildet werden. Bekanntlich jst 
1 a 
t = i In repaaae 
also ist t nicht direkt proportional der umgesetzten Menge. 
Wie O'Sullivan und Tompson haben wir die Wirk- 
samkeit stets unter folgenden Bedingungen bestimmt: 
0,05 g Invertase wurden in 5 ccm 0,5 n-NaH,PO, gelist 
und zu 20 ccm 20° viger Rohrzuckerldsung gegeben. Die Zeit, 
welche verging, bis (nach Aufhebung der Multirotation durch 


Soda) die Drehung 0° betrug, wird durch + O° ausgedriickt. 


? 





Priiparat A: + 0° = 23 Min. 

Optische Drehung. 0,5 g Substanz wurden in 10 cem 
Wasser gelést und bei Na-Licht im 50 mm-Rohr beobachtet. 
@ == 2,01°. Hieraus berechnet sich [a|}?) = 80°. Diese Zahl 
stellt natiirlich nur einen annihernden Wert dar.  Einerseits 
kann, wie unten gezeigt wird, das Préparat noch weiter ge- 
reinigt werden, anderseits ist keine Garantie dafiir vorhanden, 
dab die gesamte Invertase sich in ihrem aktiven Zustande 
befand und die entsprechende Drehung besaB. Es ist néimlich 
nicht unwahrscheinlich, dafi die Inaktivierung der Invertase von 
einer Drehungsiinderung begleitet ist. Durch Zusatz von Alkali 
ging die oben angegebene Drehung allerdings nur wenig zuriick. 

Mit Molischs Reagens (a-Naphthol und konzentrierter 
Schwefelsiiure) lieferten auch unsere besten Priiparate deutliche 
Zuckerreaktion. Indessen enthielten diese Priiparate keine 
Aldosen oder Ketosen. Als niimlich 0,5 g Invertasepriiparat mit 
1 g Phenylhydrazin gekocht wurde, konnte keine Andeutung 
von Osazonbildung erhalten werden. 

Gummi, auf welchen wir in Riicksicht auf die Arbeiten 
von Salkowski!) unsere besondere Aufmerksamkeit lenkten, 
kann sich in unseren Priéparaten nur in Spuren gefunden haben; 
jedenfalls konnte mit Fehlingscher Lésung nach Salkowskis 
Vorschrift keine Fillung erzeugt werden. Um so auffallender 
war, daf unsere besten Praparate trotzdem beim Kochen mit 


') l. e. und Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 124. 1909. 
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Salzsiiure Mannosehydrazon lieferten. Leider wurde infolge 
eines Versehens das Hydrazon nicht zur Wigung gebracht. 
Das Auftreten desselben wird sofort weiter quantitativ verfolgt. 

1 g Invertasepriiparat wurde mit 300 ccm 5°/oiger Schwefel- 
siiure in einem Kolben 6 Stunden im Wasserbade erhitzt. Die 
Fliissigkeit wurde dann mit heifer Barytlésung und schlieBlich 
mit Baryumearbonat neutralisiert, abfiltriert und eingedampft. 
Nach Zusatz von in Eisessig geléstem Phenylhydrazin zur ab- 
cekiihlten Losung erstarrte die Fliissigkeit bald zu einem diinnen 
Krystallbrei von Mannosehydrazon. 

Im folgenden stellen wir nun die Analysen der rohen und 
gereinigten Priiparate zusammen.!) 

N-Bestimmungen nach Dumas. 
Priiparat A. 
0.2415 g Substanz gaben 3,0 ccm N (18,3° und 746,5 mm Hg) 


0,1575 > > >» 02584 g CO, und 0,1504 g H,O 
0,4182 > > > (0.0076 » Asche 
0.4723 » > > 0,0083 » 
Also gefunden: *) 

N= 1,4°%o 

C = 44,7°%o 

H = 107% 

Asche = 1,82 und 1,76°. 


Priiparat B. 

25 g der nach obigen Angaben hergestellten Rohinvertase 
wurden in 300 ecm destillierten Wassers gelést. Die Losung 
ist etwas gelblich, triib und ein wenig schleimig. Sie wurde 
mit 50 g gereinigter Tierkohle wihrend 2 Stunden stehen ge- 
lassen und dann abfiltriert. Das Filtrat wurde zweimal mit je 
\0 ¢ Kaolin behandelt. Das Filtrat wurde hierauf mit viel 
etwa 4 Liter) 95°/oigem Alkohol gefallt. Es entstand ein rein 
weiber, flockiger Niederschlag; Ausbeute 10 g; dies scheinbar 
trockene Priiparat enthilt noch reichlich Alkohol, welcher im 
Trockenschrank bei 70° vertrieben wird. 


') Die Analysen bezichen sich auf Substanz, welche bei 70° bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet wurde. Die Praparate waren hygro- 
-kopisch und hielten auch sehr energisch Alkohol zuriick. 

*) Der Wasserstoffgehalt ist vielleicht infolge eines Analysenfehlers 
zu hoch gefunden worden. 
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Br. 
0,2991 g Substanz gaben 5,6 ccm N (18° und 742 mm Hg) 
0,2021 » > »  0,0059 g Asche. 
Also gefunden: 
N = 2,1%o 


Asche = 2,9°/» 
Aktivitit: + 0° — 23 Min. 


By. 
7 g des Priiparates BI wurden in 50 ccm Wasser gelist 
und mit 15 g Kohle behandelt. Ausbeute 3,8 g. 
0,1540 g Substanz gaben 2,15 ccm N (19° und 752 mm Hg) 
0,2565 » » »  (,0054 g Asche. 
Also gefunden: 
N = 1,6°%o 
Asche = 2,1°o 
Aktivitat: + 0° = 20 Min. 


Bur- 


2 g des Praparates Bir wurden in 50 ccm Wasser gelost 
und mit 5g Kohle und hierauf mit 20 g Kaolin behandelt. 


Ausbeute 1 g. 
0,2479 g Substanz gaben 0,8 ccm N (17,5° und 746 mm Hg) 


0.1447 » » > 0,0030 g Asche 
0,2042 » > >»  0,3206 » CO, und 0,1130 g H,O 
0,2070 » > >» Q,3195 » » >» 01112 > » 


Also gefunden: 

N = 0,36 °%o 
C 42,8 und 42,1°%o 
H 6,2 » 6,0%o 
Asche = 2,07°/o 
Aktivitaét: + 0° = 14 Min. 


| 


| 


Praparat C. 
(Aus neuem Ausgangsmaterial.) 

20 g der Rohinvertase wurden in 300 ccm Wasser gelést 
und zuerst mit 100 g, dann mit 50 g gereinigter Tierkohle 
behandelt. Das Filtrat wird mit 95°/oigem Alkohol gefailt. 
Ausbeute 3,5 g rein weife Substanz. 


0,2800 g Substanz gaben 2,0 ccm N (20° und 748 mm Hg) 
0.3481 » : » 00,0090 g Asche. 
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Also gefunden: 
N= 0,8 °/o 
Asche = 2,6%o 
Aktivitéat: + 0° = 17 Min. 
Folgende Tabelle erleichtert die Ubersicht iiber die Re- 
sultate. *) 

















Tabelle 3. 
Rohinvertase Praparate O'Sullivan oe 
fe | b&b | ol & | el tel ee! @ Tompson 
oN. . 31 38 341 1,4 2,1, 6 0,36 os| 4,2 (Mitten 
0 Asche |8,0/ 5,1, 7,3) 18} 2,9) 2,1) 2,07) 2,6 we 
| | | | | 
+Q° . .§— - (25 23 (23 | 20 jt4 ‘17 25,1 Minuten 








Was sofort auffallt, ist der auBerordentlich niedrige Stick- 
stoffgehalt unserer wirksamsten Priéparate, welcher zeigt, dab 
eine weitergehende Reinigung gelungen ist, als dies bei friiheren 
Arbeiten tiber Invertase der Fall war. Immerhin ist noch keine 
Garantie gegeben, dafi die vollstandige Reinigung der Invertase 
erreicht worden ist, und wir betrachten die hier angegebenen 
Versuche nur als eine Vorarbeit.2) Von weitgehenden Schliissen 
iiber die Natur dieses Enzyms wollen wir uns um so mehr 
enthalten, als solche bereits in allzu grofer Zahl vorliegen und 
meist auf ein auberordentlich unzureichendes experimentelles 
Material aufgebaut worden sind. Besonders wollen wir auch 
die lange und viel diskutierte Frage, ob die Invertase ein Eiweif- 
korper ist oder nicht, verschieben, bis wir eine konstante Zu- 
sammensetzung des Enzyms angeben kénnen. O’Sullivan und 
Tompson, welchen wir die eingehendste und griindlichste Unter- 
suchung tiber die Invertase verdanken, waren der Ansicht, dab 
ihr Priéparat, das die Wirksamkeit -- 0° = 25 Minuten zeigte 


‘) Die Berechnungen des Prozentgehaltes N, sowie C und H gelten 
durchweg fiir die aschehaltige Substanz. 

*) Dies gilt auch hinsichtlich der hier befolgten Methodik. Wir 
haben 1 g unseres besten Priparates aus etwa 50 kg Hefe unter Ver- 
brauch von etwa 50 1 Alkohol erhalten; wir sind damit beschdaftigt, ein 
einfacheres und wenig kostspieliges Verfahren zur Reindarstellung der 
Invertase auszuarbeiten. 
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und einen N-Gehalt von 4,2°/o aufwies, nicht weit von der 
Reinheit entfernt sei, und haben diese Ansicht begriindet. Wenn 
sich nun hier zeigte, dai das Praparat der englischen Forscher 
noch in bezug auf Wirksamkeit tibertroffen werden kann. so 
kann ja behauptet werden, dah auch unsere Invertasepraparate 
nur einen kleinen Teil an Enzym, und im tbrigen unwirksame 
Substanzen enthilt: dieser kleine Teil k6nnte dann ein Eiweif- 
korper sein.') Unser Priiparat Bit ware dann allerdings vom 
Zustand der Reinheit noch auberordentlich weit entfernt und 
diirfte nur 2°/o Invertase enthalten. Es ist dies nicht ganz 
ausgeschlossen, aber gar nicht wahrscheinlich, wenn man die 


'! In einem Referat in den Ergebnissen der Physiologie, Bd. IX, 
S. 227, aufert sich H. M. Vernon folgendermafen: 

«Die chemische Natur der Enzyme ist von Euler (Erg. d. Physiol. 
Bd. VI und IX) erdrtert worden; er schlof, dafs die beigebrachten Be- 
weise auf den nicht eiweifartigen Charakter der Enzyme hinweisen. Mit 
dieser Anschauung stimme ich nicht tiberein. Sie stiitzt sich haupt- 
sichlich auf die Behauptung vieler Forscher, die aktive Priiparate von 
verschiedenen Enzymen erhielten, welche nicht die gewohnliche Eiweif- 
reaktion gaben. Darauf ist einzuwenden, dafs die Enzymwirkung sehr 
viel feiner sein kann, als irgend eine bekannte Eiweifreaktion.» 

Was die beiden letzten Siitze betrifft, so kinnen wir Herrn Vernon 
ohne weiteres recht geben; sie decken sich auch vollkommen mit der 
Auffassung, welche der eine von uns (E.) in seiner «Allgemeine Chemie 
der Enzyme» (Wiesbaden, Januar 1910) so formuliert hat: 

«Was zunichst die chemische Natur der Enzyme beltrifft, so ist das 
Ergebnis unserer Ubersicht nur ein negatives, insofern wir aus den vor- 
liegenden Analysen der verschiedenen Enzympraparate und aus iliren 
chemischen Reaktionen nur feststellen kénnen, dafi fiir die in der 
Literatur oft vertretene Annahme, die Enzyme seien Eiweifikérper, keine 
Anhaltspunkte vorliegen; auch spricht nichts dafiir, daf§ die Enzyme 
einer einzigen Kérperklasse angehéren. Anderseits existiert keine Tat- 
sache, welche bestimmt den Eiweifcharakter eines der hydrolysierenden 
Enzyme ausschlésse, denn die Angaben iiber ausgebliebene Eiweif- 
reaktionen von Enzymlésungen sind nicht von Konzentrationsangaben 
und geniigenden Parallelversuchen mit ebenso verdiinnten Lésungen un- 
zweifelhafter Eiweifkérper begleitet.» 

Vernon hitte also mit einer kleinen, aber wesentlichen Anderung 


seines ersten Satzes so referieren sollen: 
«Euler schlof, dafs die beigebrachten Beweise nicht auf den eiweil- 
artigen Charakter der Enzyme hinweisen.» 
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Serie A—C. in obiger Tabelle betrachtet. Je mehr der Stick- 
stoffgehalt abnimmt, je mehr Eiweibkérper durch Adsorption 
entfernt werden, um so wirksamer werden die Priiparate. 

Salkowski!) und sein Schiiler Niro Masuda?) haben 
mit gummifreien InvertaselOsungen gearbeitet, welche keine Ei- 
weibreaktionen zeigten. Da der Stickstoffgehalt nicht untersucht 
und die Wirksamkeit in einer anderen Weise gemessen wurde 
als von uns, lassen sich unsere Ergebnisse leider nicht ohne 
weiteres vergleichen. Immerhin haben wir an unserem Priiparate 
Bin festgestellt, daB es in einer Stunde bei 25° das 400fache 
seines Gewichtes an Rohrzucker invertiert, wihrend der immer- 
hin auffallend kriiftige Hefenextrakt von Salkowski 160mal 
mehr Zucker spaltete, als der organischen Trockensubstanz des 
Extraktes entsprach. 


Unsere Ergebnisse fassen wir folgendermafen zusammen: 

1. Aus einer gewissen Menge Hefe kann man die gleiche 
Menge Invertase darstellen, sei es, dafi man die getrocknete 
Hefe mit Wasser extrahiert, oder sie der Autolyse iiberlabt. 

2. Aus dem durch Autolyse der Hefe sich bildenden Saft 
wird ein Invertasepréiparat gewonnen, welches 0,36 °/o N, 42,3°/o C 
und 2,07°/o Asche enthilt. Es ist das wirksamste bis jetzt 
beschriebene Priiparat. Lost man 0,05 g der Substanz in 5 ccm 
0,5 n-NaH,PO, und setzt 20 cem 20°/oige Rohrzuckerlosung zu, 
so wird die Drehung O° bei Zimmertemperatur (20°) in 14 Mi- 
nuten erreicht. 


Nachtrag. 


SchlieBlich seien noch Versuche erwiéhnt, welche be- 
zweckten, den gewonnenen Autolysesaft mit Kohle und Kaolin 
direkt zu reinigen. Wir erhielten folgende Resultate: 

110 ccm Autolysesaft wurden mit 80 g wasserhaltigem 
Kaolin und das Filtrat mit 15 g Kohle behandelt. Aus dem 
neuen Filtrate wurde die Invertase mit absolutem Alkohol im 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 124, 1909. 
*} Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, S. 145, 1910. 
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Uberschuf gefallt. Das Priparat wurde mit absolutem Alkohol 
und Ather gewaschen und im Vakuumexsikkator verwahrt. 

Die Wirksamkeit wurde bestimmt: 0,0493 g Invertase, 
5 ecm 0,0005 n-HCl, 20 cem 20°/oige Rohrzuckerlésung. Nach 
23 Minuten war die Drehung = 0°. 

Es zeigt sich also, daf man, um ein wirksames Praparat 
zu erhalten, den Saft mit Kohle und Kaolin direkt behandeln 
kann. Die Reaktionsgeschwindigkeit des reinsten Praparates 
war ja ebenfalls +0° nach 23 Minuten; dagegen war sein 
N-Gehalt 1,40°/o, waihrend die neue Substanz 2,86°/o N hilt. 

0,3964 g Substanz gaben 10,0 ccm N (18,5° und 750 mm Hg) 

0.1626 » > > 0,0053 g Asche. 


Also gefunden: 
N = 2,86 °%o 


Asche = 3,26°)o. 

Koaguliert man Autolysesaft oder Lésungen von Roh- 
invertase auf dem Wasserbade und fallt das Filtrat mit Alkohol, 
so enthiilt der Niederschlag immerhin noch erhebliche Mengen 
Stickstoff. 

Priiparat D. 
0,2543 g Substanz gaben 5,5 ccm N (17° und 753 mm Hg). 


Also gefunden: 
N = 2,47 °/o. 


Uber die Untersuchung der in diesem Filtrat vorhandenen 
Stoffe wird der eine von uns spiter berichten. 











Uber die Guanylsdure. 
Von 


Ivar Bang. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1910.) 





In einer neulich erschienenen Abhandlung verteidigen Steudel 
und Brigl') fiir die Guanylséure eine Formel C,,H,,N,PO, gegeniiber 
der von mir aufgestellten C,,H,.N,)P,0,,. Gegeniiber der Beweisfiihrung 
der Verfasser méchte ich folgendes bemerken: 

1. A priori kann man selbstverstandlich eine beliebige Anzahl Formeln 
aufstellen, wenn man nur die Werte fiir N und P beriicksichtigt. Da- 
gegen laft sich kaum eine von der meinigen verschiedene Formel auf- 
stellen, wenn man C-H, N und P beriicksichtigt. Die Formel von S. und B, 
entspricht aber einem Gehalt von ca. 33°/o C und iiber 19°;o N, wihrend 
meine zahlreichen Analysen 34°'o C und 18°/o N aufweisen. S. und B. glauben 
erwiesen zu haben, dafs ich nicht die freie Siiture, sondern das K-Salz 
analysiert habe. In diesem Falle miiften die Analysen 29,9°/o C und 
17,45°/o N ergeben. Trotzdem ich aber meine Guanylsiurepriiparate nach 
verschiedenen Methoden?) dargestellt habe, stimmen doch simtliche C-H, 
N- und P-Analysen (saimtliche Elemente auf allen Praparaten bestimmt) 
gut untereinander und mit den berechneten Werten iiberein, némlich 
34,2890 C, 34,5°%o0 C, 33,9°%/o C, 34,2°%o C und 34,2% C, 18,2°%o N, 
18,10°/o N, 18,2 °/o N, 18,2°/o N, und 18,0 °%o N, 7,.64—8,02°/o P. Dagegen 
haben S. und B. keine einzige C-H-Analyse ausgefiihrt, und 
dessen ungeachtet stellen sie also eine Formel auf, welche 1° weniger 
C und 1°o mehr N fordert! 

2. Daf’ meine Priparate K-haltig waren, kann jedenfalls nicht fiir 
das zweimal mit Salzsiéure niedergeschlagene Praparat zutreffen, 
welches betreffs der Zusammensetzung genau mit den iibrigen iiberein- 
stimmte. Bei Verwendung von Essigsiure und konzentrierter wasseriger 
Kaliumacetatlésung bekamen S. und B. K-haltige Kérper. Bei zwei Pra- 
paraten differierten die K-Werte 50°. S. und B. heben die Méglichkeit 
hervor, daf$ man beim letzten Priparat eine Mischung der reinen freien 
Sdure mit dem K-Salz hat. Also bleibt hiernach die Méglichkeit offen, 


') Steudel und Brig], Diese Zeitschrift, Bd. LXVIII, 8. 40, 1910. 
*) Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 419, 1898. Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. XXVI, S. 306, 1910. 
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daf’ man schon durch Essigséure zu der freien Guanylsiure kommen 
kann. Und wenn dies also den Verfassern nicht gelungen ist, trigt die 
Methode nicht die Schuld. (Die N-Werte 16,91 °/o und 16,89 °/o sprechen 
entschicden dafiir, daf{ 5. und B. ein nicht gereinigtes Praparat analysier| 
haben. Steudel hat selbst friiher 17,88°/o N gefunden, ich, wie bemerkt, 
18,1°/o N.) 

3. Betreffs der gefundenen Zuckerwerte (41°/o) erklaren die Ver- 
fasser, dafs die Werte auf <aschefreie» Substanz umgerechnet sind. 
Fir die a-Séure ist dies ganz falsch. Die Werte sind die gefundenen. 
Fiir die B-Siiure sind die Werte des Zuckers, des Guanins und der Elementar- 
werte auf aschefreie Substanz umgerechnet, da die Substanz aus der Dar- 
stellung sowohl K wie Schwefelsdure enthielt. Das letzte verschweigen 
ganz einfach die Verfasser. Dagegen benutzen die Verfasser die C-H-Werte 
der aschehaltigen Substanz als Belege fiir ihre Formel mit 29,9 °/o C, ob- 
wohl die korrespondierenden Werte fiir N 13,58 °/o gegen die berechneten 
17,45°/o und fiir P 5,96°/o gegen 7,72°/o P waren! Und so schliefen die 
Verfasser zufrieden, dafs: «die experimentellen Ergebnisse berechtigen also 
dazu, als einfachsten Ausdruck der Gyanylsdure die Formel C,,H,,N,P0, 
aufzustellen — simtliche Versuchsresultate lassen sich mit ihr in Einklang 
bringen». 

4. Gegen meine Auffassung, dafi das Molekiil der Guanylsaiure min- 
destens 4mal gréfer sein muh, bemerken S. und B., dafs die von mir 
gefundene Gelatinierbarkeit nichts sagt. Sie verschweigen aber, daf mein 
wesentliches Argument in der Tatsache besteht, da die Guanylsdure 
nicht dialysiert! 

Kurz und gut, die Verfasser haben ein experimentelles Material 
geliefert, welches zur Entscheidung der zwischen uns schwebenden Fragen 
ginzlich ungeeignet ist. Bei der Polemik verschweigen sie einige von 
meinen Argumenten und entstellen die tbrigen. 
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I. Einleitung. 


Der Name des roten Farbstoffes der Florideen, Phyko- 
erythrin, stammt von Kiitzing (1843, 5. 21), dem wir auch die 
ersten Angaben tiber die Eigenschaften dieses Farbstoffes zu 
verdanken haben. Er unterscheidet bei den Florideen zwei 
Farbstoffe, einen in Wasser léslichen, in Alkohol unldéslichen, 
Phykoerythrin, und einen in Wasser unldslichen, in Alkohol l6s- 
ichen, Chlorophyll. 

Niigeli (1847, S. 187 und 1849, S. 8) anerkennt nur das 
Yorkommen eines Farbstoffes bei den Florideen, Erythrophyll, 
das nach seiner Ansicht mit Chlorophyll verwandt ist und beim 


Toten der Algen in dieses tibergehen soll. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 12 
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Stokes (1854, S. 264) liefert die ersten spektroskopischen 
Angaben tiber das Phykoerythrin, das er streng vom Chloro- 
phyll unterscheidet. Die verschiedenen Farben der Florideen 
beruhten auf verschiedenen Mischungen dieser beiden und vie|- 
leicht noch einiger anderen Farbstoffe. 

Die Ansicht, dab die Florideen nur einen einzigen Far)}- 
stoff enthielten, wird von Nigeli und Schwendener (1867, 
S. 498) weiter ausgebildet, mit besonderer Schirfe aber you 
Cohn (1867) formuliert. Dieser nennt den einheitlichen F]o- 
rideenfarbstoff Rhodophyll; dieses spalte sich beim Toten der 
Algen in Chlorophyll und Phykoerythrin, welch letzteres jedoch 
nicht mit Kiitzings Phykoerythrin identisch sei. Cohn teil 
auch eine Reihe von Angaben iiber die Eigenschaften des 
Phykoerythrins mit. 

Askenasy (1867) und Rosanoff (1867) greifen auf Kiit- 
zings Ansicht, Chlorophyll und Phykoerythrin seien zwei ver- 
schiedene Farbstoffe, zurtick.!) Auch diese Autoren machen 
Angaben iiber die Eigenschaften des Phykoerythrins. 

Weitere Mitteilungen finden sich bei Pringsheim (1875), 
teinke (1886) und Schtitt (1888). Besonders der Letztge- 
nannte liefert eine Reihe von Detailangaben, aber viele davon 
sind offenbar fehlerhaft; dies kommt daher, dab er nicht mit 
reinen LOsungen arbeitete. 

Ks mub als ein Verdienst Hansens (1893) angesehen 
werden, dal} er die iilteren Angaben tiber die Eigenschaften 
des Phykoerythrins scharf kritisierte, wenn es ihm auch nicht 
gelang, wirklich neue Beobachtungen vorzulegen. Er wirft in- 


') Die Frage, ob in den Chromathophoren der Florideen Chioro- 
phyll und Phykoerythrin mit einander chemisch verbunden sind oder nicht, 
ist noch nicht endgiiltig entschieden. In der letzten Auflage (1910) von 
Strasburger «Lehrbuch der Botanik»> lesen wir S. 318: die Chroma- 
tophoren <enthalten aufer griinem Farbstoff auch einen roten, das Phy- 
koerythrin, und zwar, wie es scheint, beide in chemischer Verbindung> 
(vgl. auch Strasburger 5S. 53). Meine Untersuchungen scheinen mi 
jedoch dahin gedeutet werden zu miissen, daf\in den Chromatophoren de 
Florideen ein Gemenge dieser Farbstoffe, nicht eine chemische Verhin- 
dung vorliegt. In einem kiinftigen Aufsatz hoffe ich indessen auf diese 


Frage etwas naher zuriickkommen zu kénnen. 
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dessen den Gedanken hin, da’ dieser Farbstoff von eiweib- 
artiger Beschatfenheit sei, und zeigt auBerdem, dai die Flo- 
rideen auBer Chlorophyll und Phykoerythrin auch einen gelben 
Farbstoff enthalten. 

Molisch (1894) bringt Beweise fiir die Richtigkeit von 
Hansens Vermutung iiber die Eiweibnatur des Phykoerythrins 
bei: ferner eine Reihe anderer Angaben tiber dessen Eigen- 
schaften, z. Bb. seine Krystallisationsfiihigkeit. Er hat auch 
versucht, reine LOsungen zu erhalten, was freilich nicht voll- 
kommen gelang. 

Hanson (1909) liefert die ersten Analysenangaben iiber 
Phykoerythrin, deren Wert aber nur gering sein kann, da das 
von Hanson analysierte Material auch nicht anniihernd rein 
war. Er macht auch Einwiinde gegen Molischs Angabe, daB 
das Phykoerythrin von eiweifartiger Natur sei. 

Seit Januar 1908 habe ich mich mit dem Studium des 
roten Farbstoffes der Florideen beschiaftigt und bereits friiher 
(1908, 5. 93) eine Methode zur Herstellung reiner Farbensub- 
<tanz verOffentlicht. Am angeftihrten Orte habe ich auch mit- 
ceteilt, daB Ceramium rubrum (Huds.) Ag., die Alge, die ich zur 
Herstellung meiner Phykoerythrinldsungen verwendete, auch 
einen blauen, in rhombischen Tafeln krystallisierenden Farb- 
stoff enthalte: auch diesen konnte ich spiter in reiner Form 
erhalten und es zeigte sich, dafB er der Phykocyangruppe an- 
gehort, jedoch von den bisher bekannten Phykocyanmodifika- 
tionen (Molisch 1895, S. 131 und 1906, S. 795) sowohl spek- 
troskopisch als krystallographisch verschieden ist. 

Phykocyan ist derjenige Farbstoff, der mit dem Chloro- 
phyll zusammen den Cyanophyceen ihre blaugriine Farbe ver- 
leiht. Der Name stammt von Ktitzing (1843, 5. 20), und 
schon dieser Forscher war der Ansicht, dab Chlorophyll zu- 
gleich mit Phykocyan in diesen Algen vorkomme. Auch die ersten 
Angaben tiber die Eigenschaften des Phykocyans riihren von 
Kiitzing her. 

Niigeli (1849, S. 5) anerkennt nur das Vorkommen von 
einem Farbstoff bei den Cyanophyceen, den er Phykochrom 
nennt. Ebenso Cohn (1867: 1, 5. 38 und 1867: 2,5. 12), aber 
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dieser meint, daB sich das Phykochrom beim Toten der Zellen 
in zwei neue Stoffe spalte, einen in Wasser ldslichen, in Alko- 
hol unléslichen, Phykocyan, und einen in Wasser unloslichen, 
in Alkohol léslichen, Chlorophyll.!) Er macht auch eine Reihe 
Angaben tiber die Eigenschaften des Phykocyans, unter denen 
mag erwihnt werden, dab seine Wasserlésung indigoblau ist 
und intensiv karminrot fluoresciert. 

Weitere Untersuchungen tiber das Phykocyan haben Aske- 
nasy (1867), Rosanoff (1867), Kraus und Millardet (1863), 
Sorby (1877), Nebelung (1878) und Nadson (1893) gemacht, 
aber da es keinem von diesen gelungen ist, reine Losungen 
zu erzielen, sind ihre Angaben selbstversténdlich in keiner Be- 
ziehung ganz zuverliissig. Bemerkenswert ist ein Versuch von 
Sorby, drei verschiedene Arten von Phykocyan nachzuweisen, 
aber auf Grund der Methode, die Sorby zur Trennung der 
Farbstoffe anwendete, bestreitet Molisch (1906, 5S. 796), und 
zwar, wie es scheint, mit vollem Recht, die Beweiskraft dieser 
Untersuchung. — Kraus und Millardet haben gezeigt, dai 
im Alkoholextrakt von Oscillaria-Arten auch ein gelber Farb- 
stoff vorkommt. 

Molisch (1895, 5. 131) hat gezeigt, daB das Phykocyan 
von eiweifartiger Natur ist und dafi es aus einer Losung be! 
hinreichender Hinzusetzung von Ammoniumsulfat krystallisieren 
kann. Derselbe Gelehrte hat spiiter (1906, 5. 795) nachge- 
wiesen, dafi es mehrere verschiedene Modifikationen von Phy- 
kocyan gibt, die sich sowohl spektroskopisch als auch krystallo- 
graphisch von einander unterscheiden. 

Auber bei den Cyanophyceen ist das Phykocyan bei einigen 
Florideen, Lemanea- und Batrachospermum-Arten nachgewiesen. 
Kiitzing (1843, 8. 20). 

Die folgende Untersuchung wurde im medizinisch-che- 
mischen Institut der Universitit Upsala ausgefiihrt. Fiir die 
Bereitwilligkeit, mit der mir immer ein Arbeitsplatz zur Ver- 
fiigung gestellt wurde, gestatte ich mir, sowohl dem Prifekten 

‘) Die Frage, ob in den Chromatophoren der Cyanophyceen Chloro- 
phyll und Phykocyan mit einander chemisch verbunden sind oder niciit, 
ist noch nicht endgiiltig entschieden (vgl. die Note 8. 170). 
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dieses Instituts, Herrn Professor Dr. 8S. G. Hedin, als auch 
Herrn Prof. Dr. C. Th. MGrner meinen ergebensten Dank aus- 
zusprechen. Herrn Prof. Mérner schulde ich auch grofe Dank- 
barkeit fiir all die Hilfe, die er mir hat zuteil werden lassen, 
sowie fiir das Interesse, mit dem er meine Untersuchung stets 
verfolgt hat. 

Auch dem Assistenten an der zoologischen Station Kri- 
stineberg, Herrn Dr. Hj. Ostergren, mochte ich fiir die Be- 
reitwilligkeit, mit der er mir bei wiederholten Gelegenheiten 
die keineswegs unbedeutenden Mengen von Ceramium rubrum 
sandte, die zu meiner Untersuchung notig waren, meinen er- 
cebensten Dank aussprechen. 


II. Herstellung reiner Phykoerythrin- und Phykocyanlésungen. 


Die Forscher, die sich bisher mit dem Studium des Phy- 
koerythrins beschiiftigt haben, verschafften sich ihr Material, 
indem sie eine bestimmte Floridee mit destilliertem Wasser 
auslaugten. Die so erhaltene LOsung wird als schOn karminrot 
mit einer orangegelb-orangeroten Fluorescenz beschrieben. 

Es ist indessen klar, da die so erhaltenen Losungen 
nicht reine PhykoerythrinlOsungen darstellen, sondern in hohem 
Grade verunreinigt sind von einer ganzen Anzahl Stoffe, die 
zugleich mit dem Phykoerythrin aus der Algenmasse extrahiert 
werden. Besonders Hansen (1893, 5. 293) hat diese Tatsache 
kriiftig hervorgehoben und im Zusammenhang damit darauf 
hingewiesen, dafi die alteren Angaben tiber die Eigenschaften 
des Phykoerythrins ganz natiirlich mit vielen Fehlern behaftet 
sein mussen. 

Aber auch Hansen ist es nicht gelungen, reine Phyko- 
erythrinlésungen darzustellen, sondern er ist durch seine Unter- 
suchung zu dem Resultat gekommen, «daf die Darstellung des 
Florideenrotes auf ganz besondere Schwierigkeiten stOSt», und 
es ist ihm nicht gelungen, «den Farbenstoff auch nur in etwas 
reinerer Form zu gewinnen». 

Hingegen ist es Molisch (1894, S. 183) gelungen, ver- 
haltnismaBig, wenn auch sicher nicht ganz reine Phykoerythrin- 
lOsungen herzustellen. Er verwendete eine grofiere Menge 








174 Harald Kylin, 





(900 g) von lebendem Nithophyllum punctatum, das er mit 
destilliertem Wasser soweit als moOglich reinspiilte. Die Algen- 
masse wurde dann mit so viel Wasser tibergrossen, daf} sie 
gerade davon bedeckt war, und er lief sie darauf 24 Stunden in 
einer Temperatur von 35° stehen, worauf die gefairbte Losung 
abfiltriert wurde. Die LOsung wurde mittels Zusatz von Alkoho! 
gefillt. Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert 
und wieder in Wasser aufgelost: die Fillung mit Alkohol wurde 
dann noch einmal wiederholt. 

Die Phykoerythrinldsung, die Molisch auf diese Weise 
erhielt, darf wohl als befreit betrachtet werden von einem 
grofen Teil der Verunreinigungen, die bei der Extraktion mit- 
kamen, aber sicher nicht von allen. Auch wenn die Fillung 
mittels Zusatz von Alkohol noch mehrere Male wiederhol| 
worden wiire, hitte sich kaum eine sicher reine Phykoerythrin- 
ldsung erzielen lassen. Hierzu kommt noch die Schwierigkeit, 
dali der Alkohol das Phykoerythrin nach und nach denaturiert, 
worauf es in Wasser unloslich wird. Diesem Nachteil scheint 
Hanson (1909, S. 337) in hohem Grade ausgesetzt gewesen 
zu sein. 

In dem vorbereitenden Stadium meiner Untersuchungen 
spiilte ich das eingesammelte Material von Ceramium rubrim, 
der Alge, aus der ich, wie oben erwihnt, meine Farbenlosungen 
gewann, so sorgfiiltig wie moglich mit destilliertem Wasser 
rein, worauf ich die Algenmasse mit destilliertem Wasser tiber- 
gob und sie bei einer Temperatur von 35—40° 24 Stunden 
stehen lief. Nach dieser Zeit wurde die farbige Losung ab- 
filtriert und die Algenmasse von neuem mit destilliertem Wasser 
iibergossen. Dieses Verfahren wurde noch zweimal mit einer 
Pause von je 24 Stunden wiederholt. Auf diese Weise erhielt 
ich vier Extrakte, von denen der erste am meisten, der letzte 
am wenigsten gefiirbt war. Die gréberen Zweige des Thallus 
enthielten auch nach der vierten Extraktion noch Phykoerythrin, 
aber das Auslagen mufSte wegen starker Fiiulnis und des damit 
verbundenen héchst unangenehmen Geruchs eingestellt werden. 

Um das Verfaulen zu verhindern, tibergof ich bei einer 
spiiteren Extraktion die Algenmasse mit Toluol, ehe ich destil- 
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liertes Wasser zusetzte, und lieB sie dann, wie friher, bei 
einer Temperatur von 35—40° 24 Stunden lang stehen. Withrend 
dieser Zeit wurde jedoch nur eine geringe Menge Farbstoff 
extrahiert, und um eine Farbenlésung zu erhalten, die in ihrer 
Stiirke der ohne Zusatz von Toluol gewonnenen ungefiihr ent- 
sprach, muBte das Auslaugen bei Zusatz von Toluol eine ganze 
Woche fortgesetzt werden. 

Da indessen begreiflicherweise wihrend einer so langen 
Extraktionszeit bei einer Temperatur von 35—40° eine Menge 
schleimiger Kohlenhydrate die Farbenlésungen verunreinigten, 
habe ich es vorgezogen, die Auslaugung bei Zimmertemperatur 
vorsichgehen zu lassen. Daf hierbei der Farbstoff etwas lang- 
samer extrahiert wird, ist wohl wahrscheinlich; irgend welche 
vergleichende Beobachtungen habe ich indes nicht gemacht. 

Indessen hat es sich, als ich eine Methode zur Herstel- 
lung von Phykoerythrin sowohl wie Phykocyan in reiner Form 
cefunden hatte, gezeigt, dab alles Spiilen der Algenmasse weg- 
seworfene Arbeit ist. Die Neutralsalze, die der Algenmasse 
anhaften, sollen nicht weggesptilt werden, da sie, wie spiater 
gezeigt werden soll, die Léslichkeit der Farbstoffe begiinstigen. 
Die Diatomaceen kénnen durch Fortspiilung nicht ganz ent- 
fernt werden und bringen auch keinen anderen Nachteil mit 
sich, als etwas gréBere Arbeit bei der ersten Filtrierung. Die 
unangenehmsten aller Verunreinigungen, die schleimigen Kohlen- 
hydrate, kommen wihrend der Extraktion selbst hinzu.') 

Sobald die Algenmasse mit destilliertem Wasser tber- 
gossen worden ist, werden die feineren Zweige orangefarbig, 
ind nach einigen Stunden ist die ganze Algenmasse orange- 
farbig geworden. Das Phykoerythrin ist jetzt aus den Chro- 
matophoren gelést und in den Zellsaft gekommen. Die Zell- 
wande zeigen sich aber fiir die Farbstoffe schwer durchdringlich, 
und erst, nachdem die Winde unter dem Einflu{ des Wassers 
anfangen, verschleimt zu werden, treten die Farbstoffe in etwas 
groBeren Mengen aus den Zellen heraus. Bei der Behandlung 

') Unter den schleimigen Kohlenhydraten kommen Pentosane vor. 
Die Orcin-Salzsiéureprobe und die Phloroglucin-Salzséiureprobe auf Pentosen 
ergeben positives Resultat. 
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mit Toluol wird auf irgend eine Weise dieses Verschleimen 
verhindert, und die Toluolbehandlung wirkt demnach auf das 
Extrahieren der Farbstoffe verzigernd. Einige neulich (im 
August 1910) gemachte Versuche haben indessen gezeigt, da{} 
das oben erwiéhnte Verschleimen der Zellwiinde schon nach 
etwa 12—15 Stunden soweit fortgeschritten ist, daB die Farb- 
stoffe sie in reichlicher Menge durchdringen. Ein Extraktions- 
versuch wurde so gemacht, dah ich die Algenmasse wiihrend 
15 Stunden im destillierten Wasser ohne Zusatz von Toluo! 
liegen lief, darauf Toluol zusetzte und das Extrahieren noch 
zwei Tage fortsetzte. Hierbei wurden die Farbstoffe stiirker 
extrahiert, als in einigen Versuchen, bei denen Toluol gleichzeitig 
mit dem destillierten Wasser zugesetzt, und die Extraktions- 
zeit bis zwei Wochen ausgedehnt wurde. Eine erwahnenswerte 
Fiiulnis war vor dem Zusatz von Toluol nicht eingetreten. 

Unter den vielen Extraktionsserien, die ich im Verlaufe 
meiner Untersuchungen gemacht habe, will ich hier tiber die 
beiden letzten Bericht erstatten. 

Das Material fiir die erste dieser beiden Serien war von 
der zoologischen Station Kristineberg am 3. April 1909 abge- 
sandt worden, traf am 5. April in Upsala ein und wurde am 
6. in Behandlung genommen. Das Material war ganz frisch., 
ohne Anzeichen beginnender Verwesung. Manche Zweigspitzen 
waren indessen stark orangefarbig und zeigten, dai das Phy- 
koerythrin in ihnen in Lésung tibergegangen war. Nach Ent- 
fernung einiger fremden Algen, kleinerer Crustaceen etc., wurde 
eine kleinere Portion (100 g) zur Bestimmung des Trocken- 
gewichts abgeteilt, das tibrige gewogen (6700 g), mit Toluo! 
behandelt, mit destilliertem Wasser iibergossen und dann eine 
Woche bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf wurde 
das Material so gut als méglich mit der Hand ausgeprefit, hie- 
rauf wieder mit etwas Toluol behandelt, mit Wasser wtber- 
gossen und eine weitere Woche bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Das Auspressen, ebenso wie die Toluolbehandlung 
und das Zusetzen von Wasser wurde dann wiederholt, aber 
die Extraktionszeit wurde diesmal auf 15 Tage ausgedehnt. 
Wieder eine Wiederholung derselben Behandlung, aber mil 
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Ausdehnung der Extraktionszeit auf 25 Tage. Auf diese Weise 
entstanden vier Wasserextrakte, die im folgenden nach der 
Ordnung ihres Zustandekommens der Kiirze halber mit A,, A,, 
A, und A, bezeichnet werden. — Beim Auslaugen wurde so 
viel Wasser zugesetzt, dafi die Algenmasse davon gerade be- 
deckt wurde. 

Das Material fiir die zweite Serie wurde am 5. Miirz 1910 
von der zoologischen Station Kristineberg abgesandt, kam am 
6, nach Upsala und wurde am selben Tage in Behandlung ge- 
nommen. Das Material war ungewohnlich gut erhalten, orange- 
farbene Zweigspitzen gab es nicht. Nach der Sortierung und 
nachdem eine kleinere Portion (100 g) zur Trockengewichts- 
bestimmung beiseite gelegt worden war, wurde der Rest ge- 
wogen (5150 g). Es wurde dann ganz ebenso behandelt wie 
das Material der vorhergehenden Versuchsserie, mit Beibehal- 
tung derselben Extraktionszeiten, nur mit dem Unterschied, dab 
zur Erzielung des vierten Extraktes nicht destilliertes Wasser, 
sondern 0,1°/oige Natriumearbonatlosung verwendet wurde.') 
Die vier Extrakte, die sich bei dieser Versuchsreihe ergaben, 
werden nach der Entstehungsfolge mit B,, B,, B, und B, be- 
zeichnet. 

Das Material war bei beiden Versuchsserien nach der 
letzten Extraktion schmutzig gelbgriin, nur mit den gréberen 
Zweigen des Thallus schwach rot. Eine kleine Menge Phykoery- 
thrin war also noch immer zurtickgeblieben. 

Die Farbenlésung, die durch das Ausdriicken des Materials 
erhalten worden war, war durch kleine Algenreste und eine 
Menge Diatomaceen in hohem Grade verunreinigt. Der grdBbte 
Teil dieser Verunreinigungen wurde durch Durchseihen entfernt, 


1) Wihrend der Untersuchung hatte es sich gezeigt, dafs die Farb- 
stoffe bei Zusatz von einer sehr kleinen Menge Natriumcarbonat besser 
gelist wurden. Spatere, vergleichende Versuche haben auch dargetan, 
daf’ eine Algenmasse, die mit 0,1°/oiger Natriumcarbonatlosung tber- 
gossen wurde, schon nach wenigen Minuten ebenso kraftig orangefarbig 
war, wie eine mit destilliertem Wasser iibergossene nach einigen Stunden. 
Fiir das Heraustreten der Farbstoffe aus den Zellen scheint aber ein 
Zusatz von etwas Natriumcarbonat keine Bedeutung zu haben. 
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der Rest der aufgeschlimmten Verunreinigungen durch Filtrieren. 
Die so erhaltenen filtrierten LOsungen waren, vorausgesetzt, daf} 
Bakterienbildung durch Zusatz eines geeigneten Antiseptikums 
verhindert wurde, vollkommen klar. Als Antiseptikum habe ich, 
wie bereits erwiéhnt, Toluol angewendet. UnterlaBt man es, 
wiithrend der langsamen ersten Filtrierung Toluol hinzuzusetzen, 
so kann es leicht geschehen, dafi die Filtrate nicht ganz klar 
werden. Wird die Algenmasse ohne Antiseptikum extrahiert, 
so ist es auch nach wiederholten Filtrierungen durch denselben 
Filter iiuferst schwer, ganz klare Farbenlésungen zu erhalten. 

Die Extrakte A,, A,, B, und B, reagierten schwach alka- 
lisch, die iibrigen neutral (Priifung durch Lackmuspapier), natiir- 
lich mit Ausnahme von b,, wegen des Zusatzes von 0,1°/o 
Natriumearbonat. In den Extrakten A,, A,, A, und B,, beson- 
ders reichlich in A,, wurde ein Krystallisieren von Trippel- 
phosphat beobachtet; in Extrakt A, gab es auch einzelne Cal- 
clumoxalatkrystalle. 

Die Extrakte A, und B, waren reicher an Farbstoff als 
die tibrigen, ihre Farbe spielte mehr ins blauviolette und die 
Fluorescenz war mehr braunrot. Die Extrakte A, und B, waren 
karminrot und hatten gelbe orangefarbene Fluorescenz. Die 
Unterschiede der Farben und Fluorescenzen beruhten darauf, 
dal} die Extrakte A, und B, an Phykocyan relativ reicher waren 
als die iibrigen, dann kamen A, und b,, dann A, und B,, wiih- 
rend das Phykocyan im Extrakt A, und B, sogut wie ganz fehlte. 

Wird eine auf die eben geschilderte Weise erhaltene Farben- 
lOsung mit einer hinreichenden Menge Ammoniumsulfat versetzt, 
so entsteht ein grobflockiger amorpher Niederschlag, der wiede- 
rum leicht in Wasser léslich ist. Verwendet man 30 g Ammo- 
niumsulfat auf 100 ccm Farbenlésung, so wird sowohl das 
Phykoerythrin, wie das Phykocyan vollstindig gefallt. Das 
Filtrat, das durch Filtrierung dieses Niederschlags entsteht, ist 
stark braun-braungelb, wenn die Fallung in den Extrakten 
A, und B, vorgenommen wurde; weniger stark braun-braun- 
celb bei der Fiillung der tibrigen Extrakte. 

Wird eine kleinere Menge Salz zugesetzt, als zur augen- 
blieklichen Fiillung notig ist, und die Lésung dann einige Stunden 
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oder einen Tag stehen gelassen, so erhilt man sowohl Phy- 
koerythrin- wie Phykocyankrystalle (Taf. 1, Fig. 1), wenn die 
Losung durch den Salzzusatz eine gewisse, hinreichende Salz- 
konzentration bekommen hat. 

Schon Molisch (1894, S. 184) hat gezeigt, dafi eine 
Phykoerythrinldsung durch Zusatz einer hinreichenden Menge 
Ammoniumsulfat gefallt wird und zur Krystallisation gebracht 
werden kann, wenn eine kleinere Menge des Salzes zugesetzt 
und die Lésung dann in einer Krystallisationsschale stehen 
selassen wird, bis sie eine gewisse Konzentration erreicht hat. 
Molisch hat indessen diese Beobachtung nicht dazu verwendet, 
die Herstellung reiner Phykoerythrinlésungen zu versuchen. 

Eben dieser Kigenschaft des Phykoerythrins und 
Phykocyans, daB sie durch Zusatz einer gewissen Menge 
von Ammoniumsulfat zur Krystallisation gebracht 
werden kénnen, habe ich mich bedient, um die beiden 
larbstoffe in ganz reiner Form herzustellen. 

Die Reinigungsmethoden kénnen wohl am besten durch 
eine Schilderung der Behandlung verdeutlicht werden, der ich 
den Extrakt B, unterzog. 

Nachdem Extrakt B, durchgesiebt und filtriert worden 
war, wurde er mit 10 g Ammoniumsulfat in Substanz auf 
100 ecm Filtrat versetzt und wurde dann 24 Stunden an 
einem finsteren Platz stehen gelassen. Die Menge des Filtrats 
war 4200 cem. Unmittelbar nach Zusatz des Salzes konnte 
keine Veranderung wahrgenommen werden, aber nach 24 Stun- 
den fand sich auf dem Boden des Bechers ein unbedeutender 
Niederschlag, der der mikroskopischen Untersuchung unterzogen 
wurde. Es zeigte sich, dafi er zum grdften Teil aus Trippel- 
phosphatkrystallen bestand, auferdem aber aus wohlausgebil- 
deten Phykoerythrinkrystallen, amorphen roten KOrnern und 
einzelnen ebenfalls wohlausgebildeten Phykocyankrystallen. Wei- 
tere 2,5 g Ammoniumsulfat auf 100 cem urspriingliches Filtrat 
wurden hinzugesetzt, aber auch jetzt zeigte sich keine unmittel- 
bare Verinderung. Nach Verlauf eines Tages hatte sich in- 
dessen ein reichlicher Niederschlag gebildet, der sich als zum 
sroBten Teile aus wohlausgebildeten Phykoerythrinkrystallen 
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bestehend erwies, auBerdem aus Trippelphosphatkrystallen, 
amorphen roten Kornern, und einzelnen Phykocyankrystallen. 

Die schon gebildeten Niederschlige wurden abfiltriert und 
in Wasser aufgelost. Die Losung erfolgte auberordentlich rasch. 
Mit der so erhaltenen Losung wurde dann eine Loésung aus 
Extrakt B, gemischt, die ganz ebenso hergestellt worden war, 
mit dem einzigen Unterschied, daB bei Extrakt B, 15 g Ammo- 
niumsulfat auf 100 ccm Filtrat hinzugesetzt worden waren. 
ehe die erste Abfiltrierung stattfand. Die gemeinsame Lisung 
war 830 ccm. Nach Filtrierung, durch welche die Trippel- 
phosphatkrystalle abgesondert wurden, wurden 5 g Ammonium- 
sulfat auf 100 cem Losung hinzugeftigt und die Lésung 24 Stun- 
den an einem finsteren Platz stehen gelassen. Waéaihrend dieser 
Zeit hatte indessen keine Krystallisation stattgefunden, weshalb 
weitere 2,5 g Salz auf 100 cem urspriingliche Lésung_ hinzu- 
gesetzt wurde. Nachdem die Losung noch 24 Stunden gestanden 
hatte, hatte sich ein reichlicher Niederschlag, bestehend aus 
wohlausgebildeten Phykoerythrinkrystallen, gebildet. Die L6- 
sung wurde indessen noch zweimal mit einem Zwischenraum 
von je 24 Stunden mit 2,5 g auf 100 cem Lésung versetzt, 
so dab der Salzgehalt schlieblich 12,5 g auf 100 ccm urspriing- 
liche Losung betrug. 

Der entstandene Niederschlag, bestehend aus Phykoery- 
thrinkrystallen und einzelnen Phykocyankrystallen, wurde wieder 
mit Leichtigkeit in Wasser aufgelést, die so erhaltene Farben- 
losung filtriert und dann auf die oben geschilderte Weise suc- 
cessiv mit Ammoniumsulfat versetzt, bis sie einen Salzgehalt 
von 10 g auf 100 ccm urspriingliche Lésung erreichte. bel 
diesem Salzgehalt krystallisierten die gréBten Mengen Phyko- 
erythrin, wihrend die kleinen Mengen Phykocyan, die sich noch 
immer in der L6sung befanden, in aufgeléstem Zustand ver- 
harrten. Der Phykoerythrinniederschlag wurde wieder in Wasser 
aufgelést und die Umkrystallisierung durch successiven Zusatz 
von Ammoniumsulfat bis zu 12 g Salz auf 100 ccm urspriing- 
liche Losung noch ein paarmal fortgesetzt. 

Durch hinreichend lange fortgesetzte Umkrystallisation 
mittels Zusatzes von Ammoniumsulfat mu sich das Phyko- 
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erythrin frei von allen Verunreinigungen herstellen lassen, oder 
wenigstens so rein, dafi die kleinen Reste von Verunreinigungen, 
die sich durch Umkrystallisation nicht entfernen lassen, jeden- 
falls bei der Untersuchung von dessen Eigenschaften oder bei 
der chemischen Analyse keine Rolle spielen. 

Die schleimigen Kohlenhydrate sind bereits nach der 
zweiten Umkrystallisierung so gut wie vollstiindig entfernt, und 
im Filtrat der dritten Umkrystallisierung fiillt die Probe auf 
Kohlenhydrate mit a-Naphthol und konzentrierter Schwefelsiure 
(Molischs Probe) negativ aus. Bei der vierten und den fol- 
genden Umkrystallisierungen hat sich gezeigt, dali sich das 
Phykoerythrin bei Zusatz von destilliertem Wasser schwerer 
auflést als friiher, besonders wenn es einige ‘Tage gedauert 
hat, ehe die bei der Krystallisation entstandenen Krystalle 
wieder in destilliertes Wasser gebracht wurden, und lief man 
eine oder ein paar Wochen verstreichen, ehe der Phykoery- 
thrinniederschlag wieder ins Wasser gelegt wurde, so zeigte 
er sich éuBerst schwer loslich, fiir den praktischen Gebrauch 
unléslich. Ein solcher Phykoerythrinniederschlag geht aber 
leicht in aufgeldsten Zustand itiber, wenn eine geringe Menge 
Natriumearbonatl6sung hinzugesetzt wird, und ein Gehalt von 
0,01°/o Natriumearbonat ist ganz hinreichend, um die Krystalle 
rasch aufzulésen. Diese Loésung kann dann auf die gewOhn- 
liche Art zur Krystallisation gebracht werden. Auch Phykoery- 
thrinkrystalle, die iiber ein Jahr in Ammoniumsulfatlosungen 
gelegen hatten, lésten sich bei Zusetzung von ganz wenig Natri- 
umearbonat leicht wieder auf!) und konnten dann durch Hin- 
zufiigung von Ammoniumsulfat wieder zur Krystallisation ge- 
bracht werden. 

Nachdem nun beschrieben worden ist, wie die aus der 
Losung B, bei Zusatz von 12,5 g Ammoniumsulfat auf 100 ecm 
Losung krystallisierte Phykoerythrinmenge durch successive 
Umkrystallisation in reiner Form erhalten werden kann, mag 

') Es zeigte sich indessen, dafs die Fluorescenzfarbe dieser Phyko- 
erythrinldsung etwas briiunlich-orangefarbig war. Soll das Phykoerythrin 
fir langere Zeit aufbewahrt werden, so muff es in Lésung sein (vgl. 8. 195). 
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der Bericht tiber die fernere Behandlung des Extraktes B, 
wieder aufgenommen werden. 

Nachdem der erste Niederschlag aus der Losung B, ab- 
filtriert worden war, wurden weitere 2,5 g Salz auf 100 ccm 
Losung hinzugesetzt. Unmittelbar nach Zusatz des Salzes konnte 
keine Veriinderung wahrgenommen werden, nach einem Tage 
aber war ein bedeutender Niederschlag gebildet worden, der 
aus wohlausgebildeten Krystallen von Phykoerythrin und Phy- 
kocyan bestand. Es wurde weiter 2,5 g Salz auf 100 cem 
Losung hinzugesetzt, so daf diese nun 17,5 g Salz auf 100 ecm 
urspriinglichen Extrakt enthielt. 

Hierauf wurde der Extrakt wiederum 24 Stunden stehen 
gelassen, nach welcher Zeit sich ein reichlicher Niederschlag 
gebildet hatte und zu Boden gesunken war, aber eine Menge 
Krystalle hielten sich noch immer schwebend in der Fliissig- 
keit. Es zeigte sich, daf es hauptsiéchlich die Phykocyan- 
krystalle waren, die sich schwebend erhielten, wiihrend der 
grObte Teil der Phykoerythrinkrystalle zu Boden gesunken war. 
Die Mutterlauge wurde abgegossen, worauf diese, sowie der 
am Boden liegende Niederschlag jedes fiir sich behandelt wurde. 

Die abgegossene Mutterlauge wurde filtriert und die da- 
bei abfiltrierten Krystalle in Wasser aufgeldst. Die so erhal- 
tene Wasserlosung, die hauptsachlich Phykocyan und nur eine 
kleinere Menge Phykoerythrin enthielt, wurde filtriert und die 
Losung, 900 eem, mit 90 g Ammoniumsulfat versetzt. Eine 
unmittelbare Verdainderung trat nicht ein, aber nach 24 Stunden 
hatte sich ein reichlicher Niederschlag gebildet, der ausschlief- 
lich aus wohlausgebildeten Phykocyankrystallen bestand; das 
Phykoerythrin und etwas Phykocyan waren in der Losung ge- 
blieben. Der Phykocyanniederschlag wurde abfiltriert, in Wasser 
aufgelést und durch einige weitere Umkrystallisierungen mittels 
eines Zusatzes von 10 g Ammoniumsulfat auf 100 ecm Losung 
gereinigt. 

Auf die oben beschriebene Art ist es also mdéglich, auch 
das Phykocyan in vollstiindig analysenreinem Zustand zu er- 
halten. 

Wie bei der Reinigung des Phykoerythrins hat es sich 
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auch bei der des Phykocyans gezeigt, dali die Niederschliige 
in gewissen Fiillen bei Zusatz von Wasser schwerloslich waren. 
Auch hier ist es in diesem Fall vorteilhaft, eine ganz kleine 
Menge von NatriumcarbonatlOsung hinzuzusetzen. Die Hinzu- 
setzung muf, wenn es sich um Phykocyan handelt, mit groferer 
Vorsicht geschehen als bei Phykoerythrin. 

In dem oben erwiihnten am Boden liegenden Niederschlag 
waren beide Farbstoffe gemischt, doch tiberwog das Phyko- 
erythrin. Der Niederschlag wurde in Wasser aufgelést und 
mit 10 g Ammoniumsulfat auf 100 eem Lésung versetzt. In der 
iillung, die nach 24 Stunden entstanden war, gab es haupt- 
siichlich Phykoerythrin, wihrend die Hauptmasse des Phyko- 
cyans nebst einem Teile des Phykoerythrins in Losung ver- 
harrte. Das gefallte Phykoerythrin kann von Phykocyan durch 
Umkrystallisation auf die schon geschilderte Weise befreit 
werden. Das Filtrat wird mit Ammoniumsulfat versetzt, so dab 
ein Salzgehalt von 15 g auf 100 ecm urspriingliche LOsung ent- 
steht. Man erhiilt eine neue Krystallisation und der sich er- 
gebende Niederschlag enthélt nun beide Farbstoffe in ungefiihr 
gleicher Menge. 

Um in einem solchen Fall, wo der Niederschlag ungefiihr 
gleich grofe Mengen von beiden Farbstoffen enthiilt, diese 
trennen zu kénnen, habe ich mich der ungleichen Auflosungs- 
geschwindigkeit derselben beim Zusatz von Wasser bedient. 
Das Phykoerythrin lost sich niimlich schneller auf als das 
Phykocyan und ist schon nach einigen Minuten beinahe voll- 
stiindig gelOst, wahrend die Phykocyankrystalle ganz unbe- 
deutend in Losung tbergegangen sind. Durch Filtrieren kann 
man hierauf das Phykocyan von Phykoerythrin trennen. In 
einigen Fiillen habe ich sogar die auf dem Filter liegengebliebenen 
Phykoeyankrystalle durch schnelle Uberspiilung mit destilliertem 
Wasser waschen kénnen. Legt man indessen den Filter eine 
kurze Zeit in Wasser, so lésen sich die Krystalle auf. Man 
erhiilt auf diese Weise zwei Lésungen, eine, in der das Phyko- 
cyan, und eine, in der das Phykoerythrin tiberwiegt. Beide 
Losungen kOnnen dann durch Zusatz einer geeigneten Menge 
von Ammoniumsulfat umkrystallisiert und weiter gereinigt werden. 
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Bei dieser Methode ist es indes sehr schwierig, den rich- 
tigen Zeitpunkt, in dem das geldste Phykoerythrin filtriert 
werden soll, zu erhaschen, so dafi das Phykoeyan auf dem 
Filter bleibt, und es geschieht recht oft, daf die ganze Pro- 
zedur von Anfang an wiederholt werden mub. 

Enthalt ein Filtrat nach der Auskrystallisierung der Haupt- 
masse des Phykoerythrins oder Phykocyans verhaltnismiibig 
geringe Mengen der Farbstoffe, wahrend man das, was iibrig 
ist, nicht verlieren will, so hat es sich als das Vorteilhafteste 
erwiesen, durch einen hinreichenden Zusatz von Ammonium- 
sulfat (25 g auf LOO ccm Losung) alles zusammen amorph zu 
fiillen, hierauf den Niederschlag in einer kleineren Menge Wasser 
aufzulosen, Salz zur Krystallisation hinzuzusetzen und zu ver- 
suchen, die nun entstandene Fiallung nach der eben geschilderten 
Methode zu behandeln 

Nachdem so der Niederschlag von Farbstoffen, der sich 
im Extrakt B, bei einem Zusatz von 17,5 g Salz auf 100 cem 
Losung ergab, fortgeschafft worden war, wurden jeden Tag 
weitere 2,5 g Salz auf 100 ccm Lésung hinzugesetzt, bis der 
Salzgehalt 25 g Salz auf 100 ecm urspriingliche Lésung erreicht 
hatte. Hierdurch entstand ein neuer Niederschlag, welcher aber 
zum groften Teil aus amorpher rotvioletter Substanz bestand und 
nur einzelne wohlausgebildete Phykoerythrinkrystalle enthielt. 

Nachdem der entstandene Niederschlag abfiltriert worden 
war, enthielt das Filtrat nur eine unbedeutende Menge Farb- 
stoff und wurde nicht weiter behandelt. Der Niederschlag 
wurde in Wasser aufgelést und durch Umkrystallisation mittels 
Ammoniumsulfat gereinigt. Die LOsung enthielt etwas Phyko- 
erythrin sowie kleine Mengen Phykocyan, ferner als Verun- 
reinigung eine verhiiltnismabig reiche Menge schleimiger Kohlen- 
hydrate. 

Betreffs der Behandlung der tibrigen Extrakte soll nur 
erwiihnt werden, dal} ein etwas gréBerer Zusatz von Ammo- 
niumsulfat sich zur Erhaltung des ersten Niederschlages als 
notig erwies. Dies kam daher, da’ diese Extrakte weniger 
Farbstoff enthielten. Der Salzzusatz variierte zwischen 12,5 
bis 15 g auf 100 ccm Lésung, ehe ein Niederschlag entstand. 
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In den Extrakten A, und B, ergab die erste Fillung blof 
amorphe Substanz. 

Finden sich in einer L6sung beide Farbstoffe, so wird 
das Phykocyan bei einem geringeren Salzgehalt als das Phyko- 
erythrin vollstandig gefallt, das Phykocyan in der Regel schon 
bei 18 g Ammoniumsulfat, das Phykoerythrin erst bei ungefiihr 
25 g auf 100 ccm urspriingliche Loésung. Enthiilt die Loésung 
iiberwiegend Phykoerythrin, so beginnt dieses bei successivem 
Zusatz von Ammoniumsulfat vor dem Phykocyan zu fallen, 
und erst bei weiterem Salzzusatz beginnt auch das letztere 
zu fallen: aber auch nachdem dieses vollstiindig ausgefallen ist, 
enthialt die Losung noch etwas Phykoerythrin (vgl. den Bericht 
liber die Behandlung des Extraktes B,). 

Statt Ammoniumsulfat kann auch Magnesiumsulfat zur 
Reinigung der beiden Farbstoffe verwendet werden, doch sind 
dann grOfere Salzmengen notig. Zu 500 ccm des Extraktes B, 
wurden successiv tiiglich 5 g Salz auf 100 ccm Lésung hinzu- 
gefligt, aber die Krystallisation begann erst bei einem Zusatz 
von 30 g Salz auf 100 ccm Lésung, und dabei war es nur das 
Phykoerythrin, das krystallisierte. Das Phykocyan begann erst 
bei emem Zusatz von 35 g auf 100 ccm Lésung zu krystalli- 
sieren. Wurde Ammoniumsulfat angewandt, so begann die 
Krystallisation beider Farbstoffe schon bei einem Zusatz von 
i) g auf 100 ecm Loésung. Bei vollstindiger Sittigung mit 
\lagnesiumsulfat werden beide Farbstoffe vollstandig gefillt. 

Kochsalz fillt keinen der beiden Stoffe vollstiéndig. In 
einigen wenigen Fiillen habe ich jedoch partielle Fallung des 
Phykocyans bei vollikommener Siittigung mit Kochsalz be- 
obachtet. Der Niederschlag war amorph. Das Phykoerythrin 
wurde tiberhaupt nicht gefillt. 

Auch ein Versuch zur quantitativen Bestimmung der Menge 
von Farbstoff, Phykoerythrin +- Phykocyan, in den verschie- 
denen Extrakten wurde angestellt. Hierbei muSten_natiirlich 
die Farbenldsungen so weit als mOglich, bei moglichst kleinem 
Verlust an Farbstoff, von Verunreinigungen befreit werden. 
Hierbei wurde die Reinigung so ausgefiihrt, dai die abgemessene 
Farbenlésung nach und nach mit Ammoniumsulfat versetzt 
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wurde, bis der Salzgehalt auf 30 g auf 100 ccm urspriingliche 
Losung gestiegen war. Dabei krystallisierten die Farbstoffe 
langsam aus (ausgenommen in den Extrakt A, und B,) und nur 
die letzten Reste wurden amorph gefillt. Hierauf wurde der 
Niederschlag abfiltriert und wieder in Wasser aufgelést. Die 
so erhaltene Losung wurde filtriert und der Filter sorgfiiltig 
mit Wasser gewaschen, um soweit als moglich Verluste an 
Farbstolf zu vermeiden. Die Losung wurde hierauf wieder 
allmiihlich mit Ammoniumsulfat versetzt, bis von neuem aller 
Farbstoff herausgefallt war. Hierftir erwies sich ein Zusatz 
von 25 g auf 100 ccm als hinreichend. Der Niederschlag wurde 
wieder in Wasser geldst, die Lésung wieder filtriert, wobei 
dieselben Vorsichtsmabregeln beobachtet wurden, um Substanz- 
verlust zu verhindern, und nach und nach mit Ammoniumsulfat 
versetzt, bis die Farbstoffe vollstindig gefallt waren. Die Um- 
fiillung wurde fortgesetzt, bis Molischs Probe auf Kohlen- 
hydrate im Filtrat negativ ausfiel. In den Extrakt A, und B, 
haben sich 5 Umfallungen als hinlinglich erwiesen, in den Ex- 
trakten A, und B, mubten 7—8 Umfiillungen angestellt werden. 
fiir die weitere Behandlung der auf diese Weise gerei- 
nigten Farbenl6sungen zum Zwecke der qualitativen Bestimmung 
der Farbstoffmengen mag auf 5. 232 hingewiesen werden. 


III. Phykoerythrin. 
a) Farbe, Fluorescenz, Krystallisation. 


Kine reine Phykoerythrinl6sung ist in durchgehendem Licht 
schén karminrot, bei geringerer Konzentration mit schwach 
violettem Anstrich. Wird die Konzentration erhoht, so ver- 
schwindet der violette Farbenton und die rote Farbe spielt 
statt dessen ins Orange hintiber, was darauf beruht, dali die 
Absorption bei steigender Konzentration im Orange weniger 
schnell zunimmt, als im Violett (vgl. die spektroskopischen 
Untersuchungen 5. 209). 

In auffallendem Licht zeigt die Phykoerythrinldsung eine 
besonders prachtvolle orangegelbe Fluorescenz. In direktem 
Sonnenlicht gegen schwarzen Hintergrund zeigt sich eine schwache 
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Mluoreseenz, auch wenn in durchfallendem Licht keine Farbe 
wahrzunehmen ist. Eine schwache Farbung kann noch bei so 
-tarker Verdiinnung, wie eins zu einer Million, wahrgenommen 
werden. 

Es ist bereits erwaéhnt worden, dai das Phykoerythrin 
aus einer LOsung bei Zusatz einer geeigneten Menge Ammo- 
niumsulfat krystallisiert. Enthalt die LOsung 1—-2°/o Farbstoff, 
<o beginnt die Krystallisation schon bei einem Zusatz von 
5 ¢ Ammoniumsulfat auf 100 cem Lésung, und bei einem suc- 
cessiven Salzzusatz bis zu 12 g auf 100 ccm Lésung hat bereits 
die Hauptmasse des Phykoerythrins auskrystallisiert (tiber Kry- 
stallisation bei Dialyse s. 5S. 190). 

Die Phykoerythrinkrystalle sind schon von Molisch (1894, 
S. 179) beobachtet und beschrieben worden. Die Krystalle 
taf. 1) haben die Form hexagonaler Prismen mit in der Regel 
quer abgeschnittenen Enden, aber auch Krystalle mit abgerun- 
jeten Eeken (Pyramidenflichen) sind beobachtet worden. Diese 
‘e(zteren kénnen in Losungen entstehen, aus denen bereits die 
Hauptmasse des Phykoerythrins bei einem kleineren Zusatz 
‘on Salz auskrystallisiert hat, denen man aber dann mehr Salz 
zusetzt, um den Rest des Farbstoffes herauszufiillen. 

Das Verhiiltnis der Liinge der Krystalle zu deren Breite 
variiert sehr: die beobachteten Extreme waren Liingen, die 
[1 2, resp. 12mal so grof waren als die Breite. Es kénnen 
indes 2 verschiedene Typen unterschieden werden, bei dem 
einen ist die Linge etwa 2—3mal grofer als die Breite, bei 
dem andern etwa 5—6mal. Der erstgenannte der beiden Typen 
ist der haufigere. Bei jeder einzelnen Krystallisation tritt in 
der Regel nur einer von diesen beiden Typen auf (vgl. die 
Angaben tiber Krystallisation bei Dialyse, 5. 190). 

Die dem ersten Typus angehérenden Krystalle (Taf. I, 
ig. 1—3) sind in der Regel 3—4 uw breit und 6—10 u lang: 
die gr6Bten, die ich beobachtet habe, waren 18 < 36 u. 

Die Krystalle des zweiten Typus (Taf. 1, Fig. 4) sind in 
der Regel 5—7 u breit und 25—40 u lang; die grofite gemessene 
Ausdehnung war 10 60 u. 

Wird zu einer Phykoerythrinlésung soviel Salz hinzu- 

13* 
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gesetzt, dafi die Krystallisation bereits nach einigen wenigen 
Minuten eintritt, so bilden sich diuBerst kleine Krystalle, die 
die GriBe von 13 u nicht leicht tibersteigen. 


b) EiweiBreaktionen, 


Eine Reihe von eigentiimlichen Tatsachen betreffs der Lés- 
lichkeit des Phykoerythrins fihrten Hansen (1893, 5. 296) auf 
den Gedanken, «da der Farbstoff in Form einer Einweibver- 
bindung in den Chromatophoren vorhanden ist und als solche 
ausgezogen wird». Etwa ein Jahr spiter legte Molisch (1894, 
S. 181) eine Reihe von Beweisen dafiir vor, dai das Phyko- 
erythrin wirklich von eiweiBartiger Natur sei, aber Kuler 
(1907, S. 227) betrachtet Molischs Untersuchung nicht als 
ganz beweisend, da es nicht als ausgeschlossen betrachtet 


werden kénne, dai die Eiweifeigenschaften nicht dem Farbstof! 


selbst zukiimen, sondern irgend einem ldslichen Eiweifstof!, 
der bei der Fiallung jenen mit sich zieht. 

Der Forscher, der das in Frage stehende Gebiet zuletzt 
bearbeitet hat, ist Hanson (1909, 5S. 344), und dieser kam 
dabei zu dem Resultat, das Phykoerythrin sei «related to 
protein — but not a true protein, as its nitrogen content is 
too low and it does not give the Biuret reaction.» Diese Argu- 
mente Hansons sind, wie aus meiner Untersuchung mit Sicher- 
heit hervorgeht, beide unrichtig. 

Nachdem es mir gelungen war, reines Phykoerythrin 
herzustellen, war es mir mOglieh, die Richtigkeit von Molischs 
Angabe, dai das Phykoerythrin von eiweibartiger Natur sei, 
voll und ganz zu bekraftigen. Es gehért innerhalb der Protein- 
stofle der Proteidgruppe an (s. die Auseinandersetzung S. 203). 

Als Beweis fur den Proteincharakter des Phykoerythrins 
mag hier nur angefiihrt werden, dai es beim Kochen koagu- 
liert, dab es Hellers Probe gibt, daB es durch hinreichende 
Mengen von (H,N),SO,, MgSO, oder Alkohol gefiillt wird. 
ebenso durch Gerbsdure, daf die Millonsche Reaktion, sowie 
die Nanthoproteinsdurereaktion und die Biuretreaktion positiv 
ausfiillt. Die letztere Reaktion tritt mit derselben Farbe und 
derselben relativen Stirke auf, wie bei gewoOhnlichen Eiweili- 
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-toffen. Um bei den Farbenreaktionen, wenigstens bei der 
Millonschen Reaktion und der Biuretreaktion sichere Hesul- 
tate zu geben, mu das Phykoerythrin erst entfirbt werden. 
Dies kann entweder geschehen, indem man die Losung direktem 
Sonnenlicht aussetzt. oder indem man sie mit Kaliumperman- 
sanat behandelt, dessen Uberschu8 dann mit SO,-Lésung ent- 
firbt wird. 


c) Léslichkeits- und Faillbarkeitsverhiltnisse. 


Die in der Literatur tibliche Angabe, das Phykoerythrin 
<ei ein im Wasser ldslicher Farbstoff, mui zur weiteren Dis- 
kussion aufgenommen werden, sobald mit Sicherheit bewiesen 
wurde, daB das Phykoerythrin ein Eiweibstoff ist. Die Lite- 
raturangaben tiber die Léslichkeit des Farbstoffes miissen niim- 
lich in diesem Fall mit der Einschriinkung verstanden werden, 
daf es in Wasser bei schwach alkalischer Reaktion oder bei 
Gegenwart eines Neutralsalzes loslich ist und zwar deshalb, 
weil bei der Extraktion des Farbstoffes das Vorhandensein 
einer gewissen Salzmenge nicht vermieden werden kann und 
das Entstehen einer schwachen alkalischen Reaktion durch 
Fiiulnis oder vielleicht durch chemische Umlagerungen wiih- 
reud der Extraktionszeit nicht verhindert werden kann. — Man 
beachte die schwach alkalische Reaktion der Extrakte auch 
bei Anwendung eines Antiseptikums (vgl. S. 178). 

Um die Frage nach der Ldslichkeit des Phykoerythrins 
in ganz neutralem, salzfreiem Wasser zu beantworten, habe 
ich einen Farbstoffniederschlag verwendet, der durch wieder- 
holte Umkrystallisation von Verunreinigungen befreit worden 
war. Der Niederschlag wurde in Wasser geldst, das 0,02°/o 
Natriumearbonat enthielt. Die Menge Ammoniumsulfat, die in 
den Niederschlag mit iibergegangen war, bedingte einen Salz- 
gehalt der Lésung, der auf etwa 1°/o geschiitzt werden kann. 
Die Menge der Lésung war 50 cem, ihr Phykoerythringehalt 
etwa 1,2°/o. 

Diese Phykoerythrinldsung wurde der Dialyse ausgesetzt. 
Als die Dialyse so weit getrieben worden war, daf die Baryum- 
chloridprobe auf Sulfat nur eine schwache Reaktion ergab, 
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zeigte sich die LoOsung etwas triib und auf den Waiinden der 
Dialysenhtilse hatte sich eine diinne Niederschlagsschicht ab- 
gesetzt. Die Dialyse wurde noch einige Tage fortgesetzt.!) 

Der bei der Dialyse entstandene Niederschlag wurde mi- 
kroskopisch untersucht, und es zeigte sich, daf er aus Kry- 
stallen von zwei verschiedenen Grofen bestand. Die gréBeren 
waren 10—30 u lang und 5—6 u breit, die kleineren 2—5 yu 
lang und 0,5—1 u breit. Zwischen Krystallen von diese 
beiden GréBen fanden sich, freilich verhiltnismaébig sparsam, 
Ubergangsformen. Die Krystalle bestanden wie sonst aus 6-kan- 
tigen Prismen mit querabgeschnittenen Enden (vgl. 5S. 187). 

Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert; die Phy- 
koerythrinmenge im Filtrat war so gering, dah die Heller- 
sche Probe nur einen schwachen Ausschlag ergab. 

Der Niederschlag, der sich bei oben geschildertem Dia- 
lysenversuch an den Wiinden der Dialysenhiilse angesetzt hatte. 
wurde durch Zusatz von 10 ccm 0,1°/oiger Natriumearbonat- 
ldsung aufgelést. Der Niederschlag lOste sich rasch auf. Die 
Losung, mit etwas Toluol versetzt, wurde wieder der Dialyse 
unterzogen und nach Verlauf einer Woche, bei taglichem Wechse! 
des Dialysenwassers, begann die Losung triib auszusehen. Die 
Dialyse wurde noch einige Tage fortgesetzt, wihrend welcher 
sich ein reicher Niederschlag bildete. Die Fallung war indessen 
nicht vollstiindig. Der entstandene Niederschlag bestand aus 
Krystallen in der Form 6-kantiger Prismen mit quer «abge- 
brochenen Enden. Die GréBe variierte zwischen 50 u langen 
und 10 u breiten bis zu 5 uw langen und 1 u breiten Krystallen, 
mit stetigen Ubergiingen zwischen diesen beiden Extremen. Die 
bei diesem Dialysenversuch gebildeten Krystalle waren also 
im Verhiltnis zur Breite linger als die beim ersterwaéhnten 
entstandenen. 

Die nach dem ersten Dialysenversuch abfiltrierten Kry- 
stalle wurden mit Wasser behandelt, das 1°/o Ammoniumsulfat 
enthielt. Noch nach 24 Stunden hatte sich nur ein kleiner 


‘) Taglicher Wasserwechsel; die Farbenlésung war mit etwas Toluol 


versetzt worden. 
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Teil des Phykoerythrins aufgelést. Die Probe wurde nun in 
3 Portionen geteilt, und durch Zusatz von Wasser erhielt man 
3 neue Proben mit 0,25°/o, resp. 0,5°/o und 1°/o Ammonium- 
sulfat. Die Phykoerythrinkrystalle lésten sich nach und nach 
in allen Proben. (Diese LOsungen wurden zu den S. 197 er- 
wiihnten Koagulationsversuchen verwendet. ) 

Aus obigen Dialysenversuchen geht also hervor, dab 
das Phykoerythrin in reinem Wasser unloéslich ist, 
aber loslich in Wasser bei Anwesenheit geringer 
Mengen Alkati oder irgend eines Neutralsalzes. Es ist 
weit leichter lOslich bei Zusatz von Alkalien, als wenn nur 
Neutralsalze vorhanden sind. 

Das Phykoerythrin ist in Alkohol, Ather, Chloroform, Amyl- 
alkohol, Benzol und Schwefelkohlenstoff unléslich. 

Als Material fiir das Studium der Einwirkung von Siiuren 
auf Phykoerythrinlosungen habe ich teils Losungen, die nur 
etwas Ammoniumsulfat enthielten, verwendet, teils Lésungen, 
die auBer Ammoniumsulfat auch Spuren von Natriumcarbonat 
enthielten, héchstens 0,01°/o. Werden zu einigen Kubikzenti- 
metern einer solchen Phykoerythrinlésung einige Tropfen 1 °/o- 
iger Essigsaure hinzugesetzt, ergibt sich ein roter, feinflockiger 
Niederschlag, welcher sich bei Zusatz von Natriumcarbonat 
wieder auflést. Bei der Aufldsung des Niederschlages kommen 
Farbe und Fluorescenz unveriindert zuriick. Bei Saéurezusatz 
verschwindet natiirlich die Fluorescenz in dem Male, wie der 
Karbstoff gefallt wird. bei Zusatz von mehr Essigsiiure, als 
zum Erhalten eines Niederschlages noétig ist, lOst sich dieser 
wieder auf. Wendet man beim Versuch eine schwiichere Farben- 
lOsung an, kann man es dahin bringen, dai sich der Nieder- 
schlag bei Zusatz eines geringen Uberschusses an Essigsiiure 
vollstiindig auflést. Benutzt man hingegen eine stiarkere LO- 
sung, so lést sich der Niederschlag nur teilweise auf. 

Wird einer essigsauren Phykoerythrinldsung Natrium- 
carbonatlisung zugesetzt, so ergibt sich zunichst ein roter 
Niederschlag, der sich bei weiterem Zusatz von Natriumcar- 
bonat wieder auflést. Die Lésung hat dann dieselbe Farbe und 
‘luorescenz wie vor dem Zusatz von Essigsiiure. Eine essig- 
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saure Phykoerythrinldsung hat eine rote Farbe, mit schwachem 
Stich ins Violette, und fluoresciert nicht. 

Werden einer Phykoerythrinlésung einige Tropfen stirkerer 
Essigsiiure zugesetzt, entsteht keine Fiillung. Die Fluorescenz 
verschwindet indessen und die Lésung erhilt einen leichten 
Stich ins Violette. Bei vorsichtiger Alkalisierung ergibt sich 
zunichst ein roter Niederschlag, hierauf eine klare Losung mit 
gewOhnlicher Farbe und Fluorescenz. Statt Natriumcarbonat 
kann Ammoniak oder Natronlauge verwendet werden, aber 
nur iiuberst vorsichtig, besonders bei Verwendung von Natron- 
lauge. Bei schnellerer Alkalisierung einer essigsauren Phyko- 
erythrinlésung ergibt sich kein Fallungsstadium (vgl. Reinke, 
1886, S. 230). 

Wird einer verhiltnismaBig starken Phykoerythrinlésung 
allmiihlich Essigsiiure im Uberschuf8 zugesetzt, so lést sich, wie 
bereits erwéhnt, der entstandene Niederschlag nur teilweise 
auf. Wird hingegen einer ebenso starken Farbenlésung die- 
selbe Menge von Essigsiiure zugesetzt, aber auf einmal, so 
bleibt alles Phykoerythrin in Losung. Essigséure in groferem 
Uberschuf fillt eine Phykoerythrinlésung erst nach einiger Zeit, 
und die Fillung wird meistens nicht vollstindig. 

Um die Einwirkung der Salzsiure auf eine Phykoery- 
thrinldsung zu untersuchen, muf man iduferst vorsichtig und 
mit stark verdiinnter Siiure arbeiten; eine Salzsaure von 0,05" /o 
Siiuregehalt ist hinreichend. Werden einigen Kubikzentimetern 
Farbenlésung einige wenige Tropfen einer so stark verdiinnten 
Salzsiiure zugesetzt, so ergibt sich wie beim Zusatz von schwacher 
Essigsiiure ein roter, ziemlich feinflockiger Niederschlag, der sich 
bei Zusatz von Natriumearbonat wieder auflést, wobei Farbe 
und Fluorescenz unverdndert wiederkehren. Kin geringer Uber- 
schuf von Salzsaure lost den entstandenen Niederschlag wieder 
auf und man erhalt, wie bei Zusatz von tiberschiissiger Essig- 
siiure, eine klare Lésung ohne Fluorescenz. Die Farbe der 
Losung ist auch jetzt rot, hat aber einen stiirkeren Stich ins 
Violette. Wird einer solchen salzsiiuresauren Phykoerythrin- 
lésung Natriumearbonat zugesetzt, so ergibt sich zunéchst ein 
Niederschlag, der sich bei weiterem Zusatz von Natriumcar- 
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honat wieder auflést. Die Fluorescenz ist indes verschwunden. 
Die Farbe der erhaltenen LOésung ist rot mit einem schwach 
briiuunlich-braunviolettem Ton, und auberdem etwas schwiicher 
als die der urspriinglichen Losung. Wird wiederum stark ver- 
diinnte Salzsiiure zugesetzt, so bildet sich von neuem ein Nieder- 
schlag, der bei Zusatz von einiger iiberschiissiger Salzsiiure in 
eine rotviolette Losung tibergeht. Auch die Farbe des Nieder- 
schlages ist rotviolett. 

Wird Salzsiiure direkt im Uberschub zugesetzt, geht die 
i luorescenz unmittelbar verloren und der Umschlag in der 
Farbe der Lésung findet statt. Eine klare Loésung resultiert, 
wenn der Uberschuf8 nicht allzu gro® und die Phykoerythrin- 
lOsung nicht allzu konzentriert war. Bei weiterem Zusatz von 
Salzsiiure entsteht ein rotvioletter Niederschlag, wenn die Far- 
benlésung nicht allzu stark verdiinnt war. Die Fiillung wird 
vollstiéindig und der Niederschlag lést sich bei Alkalisation nicht 
wieder auf. 

Die Ursache, dai die Fluorescenz bei Zusatz von Salz- 
siiure im Uberschu8 definitiv verloren geht, ist nach meiner 
Meinung, dafi die Phykoerythrinmolekiile beim Zusatz von Siéure 
in eine EiweiB- und eine Farbenkomponente gespalten werden 
(s. hieriiber ausfiihrlicher 5. 203). Die Farbenveriinderung bei 
Alkalisierung nach Zusatz von tiberschiissiger Salzséure ist der 
freigewordenen Farbenkomponete zuzuschreiben und hat mit 
dem Phykoerythrin nichts zu schaffen. Wie bereits erwihnt, 
entstand bei Alkalisierung nach Zusatz von tiberschiissiger Salz- 
siiure zuniichst ein Niederschlag, der sich bei weiterem Alkali- 
zusatz wieder aufléste. Wird der so erhaltenen Loésung Salz- 
siiure hinzugesetzt, so entsteht ein neuer Niederschlag, der sich 
bei UberschuB an Salzsiiure auflist. Diese Fiillungsverhiiltnisse 
gehoren der Eiweiikomponente des Phykoerythrins an, nicht 
diesem selbst. Bei der Fallung wird indessen die Farben- 
komponente ganz milgenommen. 

Der Fluorescenzverlust und der Farbenwechsel einer Phy- 
koerythrinlésung bei Zusatz von Mineralsiure wird bereits an 
mehreren Stellen der Fachliteratur erwihnt, z. B. bei Rosa- 
noff (1867, S. 207), Schiitt (1888, 5. 314), Molisch (1894, 
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S. 185). Wenn jedoch z. B. Moliseh schreibt: «Durch yer- 
diinnte Mineralsiituren und zwar auch durch Spuren derselben 
wird die Fluorescenz augenblicklich vernichtet; die Lisung 
nimmt dabei eine rotviolette Farbe an», so beruht dies da- 
rauf, daf die geringe Menge Siaure, die Molisch verwendete, 
doch noch zu grofi war, als dafi die Einwirkung der Siiure 
heim ersten Fiillungsstadium hitte stehen bleiben kénnen. 

Liaft man eine essigsaure Phykoerythrinldsung etwa einen 
Tag stehen, so bekommt sie einen starken Stich ins Violette 
und bei Alkalisierung kommt die Fluorescenz nicht zuriick. 
Essigsiiure ruft also in den Phykoerythrinmolekiilen dieselbe 
Veriinderung hervor wie Salzsiure, nur ist die Einwirkung 
bedeutend langsamer. 

Aus dem oben Angefiihrten geht also hervor, daB das 
Phykoerythrin aus einer LOsung bei Zusatz von einer 
sehr geringen Menge Siure gefiallt wird. Der gebil- 
dete Niederschlag lost sich bei Zusatz einer ganz 
kleinen Menge Alkali oder eines geringen Uberschusses 
von Siure wieder auf. Hierbei ist jedoch zu beob- 
achten, dafi tiberschtissige Mineralsaure die Molekiile 
des Farbstoffes spaltet. 

Schlieblich mag hier nur daran erinnert werden, dafi eine 
Phykoerythrinl6sung bei Zusatz einer hinreichenden Menge 
(H,N),SO, oder MgSO, gefallt wird (woriiber bereits oben S. 185 
ausfiihrlich berichtet wurde). Auch eine sehr verdiinnte Losung 
wird bei Zusatz von 25—30 g (H,N),SO, auf 100 cem Losung 
oder bei Zusatz von MgSO, bis zu _ vollstiéndiger Sattigung 
ganz gefillt. NaCl fiallt hingegen nicht, nicht einmal bei voller 
Sittigung. 

Als Resultat der Untersuchung tiber die Léslichkeit und 
Fillbarkeit des Phykoerythrins ergibt sich also folgendes: 

1. daB es in reinem Wasser unloslich ist; 

2. dab es sich in Wasser bei Zusatz eines Neu- 
tralsalzes oder geringer Menge Alkali auflost; 

3. daB es bei Zusatz von (H,N),SO, bis zu halber 
Sittigung oder von MgSO, bis zu voller Sattigung 
vollstiindig gefallt wird; 
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4. dafB es bei Zusatz einer iiuberst kleinen Menge 
Siure gefiallt, bei UberschuB aber wieder gelist wird: 

5. dab es bei Dialyse gefillt wird. 

Das Phykoerythrin zeigt also im grofen und ganzen 
dieselben Fallbarkeits- und Léslichkeitsverhiiltnisse wie die 
Globuline. 


d) Kinwirkung von Licht. 


Nach Angaben von Rosanoff (1867, S. 208), Schiitt 
[sss8, S. 307) und Molisch (1894, 5S. 184) wird eine Phyko- 
erythrinl6sung durch Licht entfairbt, wahrend sich eine im 
Finstern aufbewahrte LOsung, wenn Verwesung verhindert wird, 
Monate lang halt. 

Diese Angaben habe ich vollkommen richtig befunden. 
Kine Phykoerythrinldsung, die tiber zwei Jahre im Finstern 
stand, hatte sich wihrend dieser Zeit nicht merkbar veriindert. 
Auch in diffusem Tageslicht kann die Lésung monatelang ohne 
merkliche Veranderung stehen. In direktem Sonnenlicht tritt 
(riiher oder spiter eine vollstindige Entfiirbung ein, aber 
schneller bei alkalischer als bei modglichst neutraler Keaktion. 
Eine verhiiltnismabig konzentrierte Loésung mit etwa 0,04°/o 
Natriumearbonat lief ich uber 3 Wochen in starkem Tages- 
licht, viele Tage in starkem Sonnenschein stehen, ohne dah 
die Farbe wesentlich abgenommen hatte, wihrend hingegen 
die Fluorescenz verschwand. Schon nach einer Woche erhielt 
die Fluorescenzfarbe einen etwas bréunlichen Anstrich. Schwii- 
chere LOsungen werden schon in einigen Tagen entfiirbt. 

Wird Toluol oder Chloroform hinzugesetzt und die LOsung 
dann in Sonnenlicht stehen gelassen, so entsteht schon nach 
einigen Tagen ein Niederschlag, der nach einigen weiteren 
Tagen oder einer Woche giinzlich entfarbt ist. Im Finstern 
aufbewahrte Kontroliproben wiesen keine Andeutung eines 
Niederschlages oder einer sonstigen Veriinderung auf. 

Ein Tropfen Ammoniak (10°/oig) auf den Kubikzentimeter 
Farbenlésung beschleunigt die Entfiirbung, und werden zwei 
Tropfen Ammoniak per Kubikzentimeter Losung hinzugesetzt, 
so ist auch eine relativ starke Loésung nach einigen wenigen 
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Tagen so gut wie ganz entfarbt. Natronlauge wirkt in der- 
selben Richtung, aber staérker. Bei Zusatz von Ammoniak oder 
besser bei Zusatz von Natronlauge wird die LOsung nach dem 
Verschwinden der roten Farbe schwach blauviolett — blau — 
blaugriin, dann grtin und schlieblich schwach gelbgriin. Nach 
und nach verschwindet indessen auch die schwach gelbgriine 
Farbe. (Vgl. das Kapitel tiber die Einwirkung von Séuren und 
Alkalien, 5. 204.) 

Bei Zusatz einer Séiure zu einer Phykoerythrinlésung wird 
die Farbe rotviolett, oder ein rotvioletter Niederschlag entsteht. 
In jedem Falle entsteht bei Sonnenbeleuchtung nach und nach 
eine Entfairbung, ohne dafi die rotviolette Farbe selbst sich 
iindert, nur matter wird sie. Die Entfiirbung bei Séurezusatz 
geschieht ebenso langsam oder sogar langsamer, als in so weit 
wie moglich neutralen Losungen. 

Krystalle entfiirben sich nach einigen Tagen Sonnen- 
beleuchtung, wenn sie in einer Salzlosung aufbewahrt liegen. 
Die Entfiirbung erfolgt offenbar schneller als in einer moglichst 
neutralen Lésung. (Vgl. Fallung und Entfarbung bei Zusatz 
von Toluol oder Chloroform.) Werden die Krystalle in trockenem 
Zustand aufbewahrt, erfolgt nur eine sehr langsame Entfirbung. 

Kine Lésung mit Zusatz von recht viel Natriumcarbonat 
in Substanz hatte tiber einen Monat ohne Verénderung in 
diffusem Tageslicht gestanden. Spiter wurde sie starkem Sonnen- 
licht ausgesetzt und nach nur etwa einem Tag begann die 
Fluorescenz einen Stich ins Braune aufzuweisen. Nach einigen 
weiteren Tagen war die Fluorescenz ganz verschwunden. Die 
Farbe der Losung war braunrot geworden und war bald voll- 


stiindig verschwunden. 
e) Einwirkung von Warme. 

Nach Rosanoff (1867, 5. 206) verliert eine Phykoerythrin- 
losung bei 35—45° ihre Fluorescenz und nimmt hierauf eine 
bliiuliche Farbe an, die indessen bei etwa 60° vollstiindig ver- 
schwindet. Schiitt (1888, S. 309) bestitigt Rosanoffs An- 


gabe beziiglich der Zerstérung des Farbstoffes durch Hitze. 
Nach Molisch (1894, S. 185) behilt eine Phykoerythrin- 
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lésung ihre Fluorescenz bis etwa 64°, von hier wird diese 
gusehends schwiicher und verschwindet bei etwa 78° vollends. 
In der Siedehitze wird die Fliissigkeit nach kurzem Kochen 
auffallend blaBviolett, ohne sich aber dabei vollstiindig zu ent- 
firben. Einen Niederschlag bei 100° hat Molisch erst nach 
Zusatz einer Spur Salzsiure wahrgenommen. 

Um zu einem sicheren Resultat betreffs der EKinwirkung 
der Wirme auf PhykoerythrinlOsungen zu kommen, ist es not- 
wendig, daB man sich Lésungen schafft, deren Reaktion man 
genau kennt und deren Salzgehalt ungefiihr bekannt ist. Solche 
Losungen kann man erhalten, indem man bei der Dialyse ge- 
filltes Phykoerythrin in Wasser mit bekanntem Ammonium- 
sulfat auflost. Als Material zu dem folgenden Versuch tiber 
die Einwirkung der Wiirme auf Phykoerythrinlisungen habe 
ich die Lésungen verwendet, die 5S. 191 besprochen wurden. 

Die drei LOsungen, welche 0,25°/o, 0,5°/o resp. 1°/o Am- 
moniumsulfat enthielten, verhielten sich bei Erhitzung gleich. 
Bei 50° begann eine schwache Verminderung der Fluorescenz 
sich geltend zu machen und bei fortgesetzter Erhitzung wurde 
diese Fluorescenzabnahme immer deutlicher, aber noch _ bei 
65° war die Fluorescenz ganz deutlich. Bei 70° wurde die 
Lisung opalescent und bei 73° entstand ein roter flockiger 
Niederschlag. Die Fiallung war indessen nicht vollstiindig; die 
Farbe und Fluorescenz des Filtrats waren nach Abkiihlung 
von derselben Qualitiéit, wie vor der Erhitzung. Bei erneuter 
Krhitzung trat wieder eine Abnahme der Fluorescenz bei 50° 
ein und bei 75° war beinahe jede Fluorescenz verschwunden. 
Bei 78° Opalescenz und bei 80—81° Fallung. Auch diese 
Fiullung war nicht vollstiindig, sondern das Filtrat zeigte nach 
Abkithlung dieselbe Farbe und Fluorescenzqualitiit, wie friiher, 
aber natiirlich mit weit geringerer Stiirke. Die Erhitzung wurde 
wiederholt; bei 50° schwache Abnahme der Fluorescenz, bei 
S0° war die Fluorescenz verschwunden, wenigstens zum aller- 
groBten Teil. Bei 87° Opalescenz und bei 89° Fiaillung. Die 
Fiallung war diesmal praktisch genommen vollstiindig und das 
Filtrat zeigte nach Abfiltrierung des Niederschlages eine sehr 
schwache, kaum merkliche Fluorescenz, erst wenn die Lésung 
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in direktem Sonnenlicht gegen schwarzen Hintergrund_ be- 
trachtet wurde. 

Bei Zusatz eines Tropfens 0,5°/oiger Essigsaure zu einigen 
Kubikzentimetern der Losung, die 0,25°/o Salz enthielt, wurden 
die Koagulationstemperaturen auf 67, resp. 78 und 88° herab- 
gedriickt. Die letzte Fiillung war vollstindig. Was die Fluores- 
cenz betrifft, verhielt sich die LOsung so, als ob keine Siiure 
hinzugesetzt worden wiire. Bei Zusatz von 5 Tropfen 0,5°/oiger 
Essigsiiure zu einer ebenso groBben Menge von derselben Far- 
benlésung, wie eben erwihnt, wurden die Koagulationstempera- 
turen auf 64 und 72° herabgedritickt, die letztere Fallung so 
cut wie vollstiindig. 

Zu etwa 2 ecem der Lésung, die 0,5°/o Salz enthielt, 
wurde ein Tropfen 10°/oiger Essigsiiure hinzugesetzt. Bei 50° 
wurde die Lésung opalescent, und bei 53° zeigte sich der An- 
fang einer Fiillung. Die L6sung wurde bis 55° erhitzt und die 
Fiillung erwies sich dann bei Abfiltrieren als vollstiindig. 

Zu einigen Kubikzentimetern der Losung, die 0,5°/o Salz 
enthielt, wurde 1 Tropfen 0,2°/oige Natriumearbonatlésung hin- 
zugesetzt. Bei Erhitzung ergaben sich Koagulationstemperaturen 
von 80 und 93°, bei der letzteren war die Fiillung so gut wie 
vollstiindig. Wurden hingegen einem gleich grofen Volumen 
Losung 5 Tropfen 0,2°,cige Natriumcarbonatlosung zugesetzt, 
entstand nicht einmal bei Kochen eine Koagulation. Hingegen 
trat eine solche ein, wenn auber 5 Tropfen 0,2°/oiger Natrium- 
ecarbonatlbsung soviel Ammoniumsulfat zugesetzt wurde, dab 
die Lésung ungefiihr 3°/o Salz enthielt. In diesem Fall werden 
die Koagulationstemperaturen 78 und 88°. Die letztere Féllung 
war praktisch vollstindig. 

Kine Losung, die durch Dialyse so salzarm geworden war, 
dafi die Probe auf Sulfat mit Baryumchlorid nur ein sehr un- 
bedeutendes Resultat ergab und in der bereits eine reichliche 
Krystallisation des Farbstoffes stattgefunden hatte, wurde aut 
65° erhitzt, wobei die Krystalle sich zusammenballten. Die Er- 
hitzung wurde bei 75° abgebrochen, und der schon erhaltene 
Niederschlag abfiltriert. Die Fiéllung war nicht vollstandig und 
bei erneuter Erhitzung des Filtrats entstand’ Koagulation erst 
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bei 82—83°, dann bei 90°. Die letztere Fiallung war praktisch voll- 
stiindig und das Filtrat zeigte nur in direktem Sonnenlicht gegen 
sechwarzen Hintergrund eine éiuferst unbedeutende Fluorescenz. 

Kin Tropfen 0,2°/oige Natriumearbonatl6sung auf etwa 


an) 


2 cem Fliissigkeit ist ausreichend, um in der oben erwiihnten 
‘iuberst salzarmen Losung die Koagulation zu verhindern, auch 
wenn die Erhitzung bis zum Kochen fortgesetzt wird. 

Aus obenstehender Versuchsserie geht also hervor, dab 
die geringe Salzmenge, die notig ist, um einen Teil 
des Phykoerythrins in Lésung zu erhalten, ganz hin- 
reichend ist, um den Farbstoff bei Erhitzung auf 90° 
praktisch genommen ganz ausfallen zu lassen. Werden 
Spuren von Sidure zugesetzt, so sinken die Koagula- 
ionstemperaturen, um bei Zusatz des Quantums Essig- 
siiure, das nOtig ist, um durch die gewOhnliche Koch- 
probe EiweifB nachzuweisen, auf eine Temperatur von 
53—5DD° herabzugehen. Bei Zusatz einer Spur Alkali 
wird die Koagulation verhindert, wenn die LOsung 
gsenug salzarm ist, findet aber statt, wenn Salz in 
hinreichender Menge vorhanden ist. Bei weiterer Alka- 
lisierung wird die Koagulation auch dann verhindert, 
wenn Salz vorhanden ist. 

Das Phykoerythrin befolgt also die bekannten fiir die 
Koagulation von Eiweifkérpern allgemein giiltigen Cesetze. 

Im Zusammenhang mit den Koagulationsversuchen wurde 
erwihnt, daB die Fluorescenz des Phykoerythrins bei 50° sich 
zu vermindern begann, und dab die Fluorescenzabnahme bei 
erhOhter Temperatur zunahm. Bei Abkiihlung kehrte indessen 
die Fluorescenz wieder vollstéindig zuriick und war bei der 
Erhitzung ein Teil des Farbstoffes ausgefallen, so zeigte sich 
nur die Stirke, nicht die Qualitét der Fluorescenzfarbe bei 
Abkithlung veriindert. 

Um diese Fluorescenziinderungen bei Erhitzung und Ab- 
kiihlung néiher untersuchen zu kénnen, habe ich mich einer 
Farbenlésung Wedient, die durch Dialyse so salzarm geworden 
war, daB ein Tropfen 0,2°/oige Natriumcarbonatlosung auf ein 
paar Kubikzentimeter Farbenlésung ausreichte, um die Koagu- 
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lation zu verhindern. Bei einer solchen Losung nimmt die 
Fluorescenz von 50—80° kontinuierlich ab, bei welch letzterer 
Temperatur sie sogut wie ganz verschwunden ist. Bei Abktihlung 
kehrt sie hingegen vollstandig zuriick. 

Wird die Erhitzung bis auf 85° fortgesetzt, so merkt 
man, dab die Fluorescenz nach der Abkiihlung nicht so schén 
orange ist, wie vorher, sondern einen Farbenton bekommt, 
der mehr matt briiunlich-orange scheint, wéhrend zugleich die 
Stiirke der Fluorescenz etwas abnimmt. Und wird die Erhitzung 
bis 90° getrieben, macht sich die Abnahme in der Fluorescenz 
nach der Abkiihlung sehr stark geltend. Nach Erhitzung auf 95° 
kehrt nach der Abkiihlung keine Spur der Fluorescenz zuriick. 

Bei Erhitzung der oben erwahnten salzarmen duferst 
schwach alkalischen L6sung auf 85° wurde ein Ansatz zu einer 
Veriinderung der eigenen Farbe der Lésung beobachtet, dic 
statt des sehr schdnen roten Tons einen etwas matteren 
briiunlichen annahm. Diese Veriinderung macht sich bei 90° 
stiirker geltend. Bei 95° ist die Farbe etwas schwiicher ge- 
worden, ist noch immer rot, aber mit einem matteren braun- 
roten Farbenton. 

Die Erkliirung dieser Farbeniinderung diirfte die sein, dai 
bei 85° das Alkalicarbonat zerspaltend auf die Phykoerythrin- 
molekiile einzuwirken beginnt, so daBh die Farbenkomponente 
und die Eiweibkomponente voneinander gespalten werden. Bei 
95° ist diese Spaltung vollendet und es ist dann nicht das 
Phykoerythrin, sondern dessen freigewordene Farbenkompo- 
nente, die die Farbe der Loésung bedingt. Die Farbenkompo- 
nente wire also in einer schwach alkalischen Losung rot mit 
einer matt briunlichen Nuance (vgl. S. 193). 

Die Ursache, daf die Fluorescenz bei einer Lésung, dic 
auf 85° erhitzt und dann wieder abgekiihlt wurde, nicht ganz 
wiederkehrt, ist ebenfalls in der beginnenden Spaltung der 
Molekiile zu suchen, und nachdem diese Spaltung durch Er- 
hitzung auf 95° vollendet ist, ist die Fluorescenz natiirlich fiir 
immer verloren. | 

Bei dem Bericht tiber die Koagulationsversuche mit den 
Losungen, die, so weit mdglich, ganz Neutral waren, wurde 
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erwihnt, daB das Filtrat nach der Fallung bei 89—90° eine 
‘juBerst schwache Fluorescenz zeigte. Die Farbenmolekiile, die 
der Koagulation entgangen waren, hatten somit bei Erhitzung 
auf 90° keine Spaltung durchgemacht. Bei Erhitzung bis zum 
Kochen verschwinden indessen alle Spuren von Fluorescenz. 

Etwa 2 ccm der oben erwiéhnten Farbenlésung, die 0,5°/o 
Salz enthielt, wurde ein Tropfen 10°/oiges Ammoniak zuge- 
setzt. Diese Lésung zeigte schon bei Erhitzung auf 35—40° 
eine Abnahme der Fluorescenz. Bei 65° begann die Spaltung 
der Molekiile des Farbstoffes und bei 80° war diese Spaltung 
vollendet, weshalb bei Abkthlung keine Fluorescenz zuriick- 
kehrte. Die Farbe der Losung nach der Erhitzung auf 80° 
war dieselbe, als ob statt des Ammoniaks einige Tropfen 
0.2°/oige Natriumcarbonatldsung verwendet worden, die Er- 
hitzung aber bis zu 95° fortgesetzt worden wiire. Beim Kochen 
trat keine weitere Veranderung der Farbe ein. 

Aus dem oben Angefiihrten diirfte hervorgehen, dab 
Rosanoffs, Schiitts und Molischs Angaben (s. 8. 196) tiber 
die Wirkung der Wirme auf eine Phykoerythrinlésung alle richtig 
sein kénnen, und daf die scheinbaren Widerspriiche, die diese 
Angaben enthalten, sich dadurch erkliiren, daB die LOsungen, 
mit welchen Rosanoff und Schitt arbeiteten, etwas stirker 
alkalisch waren, als Molischs Lésungen. Aber auch diese 
waren sicher ein wenig alkalisch. Rosanoffs und Molischs 
Angaben, dafi die Phykoerythrinldsungen bei Erhitzung eine 
bliuliche (Rosanoff) oder blafviolette Farbe (Molisch) an- 
nehmen, sollen im Zusammenhang mit dem Bericht iiber die 
Kinwirkung von Siiuren und Alkalien auf das Phykoerythrin 
niher untersucht werden (5. 206). 


f) Einwirkung proteolytischer Enzyme. 


1. Pepsin. Wird eine verhaltnismabig schwache Phyko- 
erythrinl6sung mit der zur Pepsindigestion erforderlichen Menge 
Salzsiure (etwa 0,2°/o) versetzt, verschwindet die Fluorescenz 
augenblicklich, wahrend die Farbe in durchfallendem Lichte 
einen starken Stich ins Violette bekommt (vgl. S. 192). Die 
Losung bleibt ganz klar ohne Andeutung einer Fiillung. Lat man 
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eine solche Lésung nach Zusatz von etwas Pepsin 24 Stunden 
bei etwa 38° stehen, so veriindert sie ihre Farbe gleichwoh! 
nicht. Sie kann sogar mehrere Tage stehen, ohne daB eine 
Veriinderung der Farbe eintritt. Als Kontrollprobe lieB ich eine 
ebenso starke Pepsinlésung auf Fibrin einwirken. Nach 24 Stun- 
den hatte sich das Fibrin aufgelést. Das Experiment wiirde 
also fiir die Richtigkeit von Hansons Angabe (1909, 5S. 343) 
sprechen, daB das Pepsin auf Phykoerythrin nicht einwirkt. 

Wendet man hingegen eine etwas stirkere Phykoerythrin- 
lOsung an, erhilt man bei Zusatz von 0,2°/o Salzsaure einen 
rotvioletten Niederschlag. Dieser lést sich nach 24 Stunden 
unter Einwirkung von Pepsin vollstiindig auf und man erhiil! 
dann eine ganz klare Losung mit stark violetter Farbe. Dieses 
’xperiment scheint mir dahin gedeutet werden zu miissen, dal 
das Pepsin auf die Eiweifkomponente des Phykoerythrins 
einwirkt, dessen Farbenkomponente aber unveriindert liibt. 
Hansons obenangeftihrte Angabe, dab das Pepsin auf das Phyko- 
erythrin nicht einwirkt, mu also als unrichtig betrachtet werden, 
auch wenn sie mit Riicksicht auf den ersterwihnten Versuch 
leicht erklirlich ist. 

Schiittelt man eine Phykoerythrinlésung, die 24 Stunden 
lang der Einwirkung von Pepsin ausgesetzt war, mit Amyl- 
alkohol, so wird dieser schon rotviolett. Die Farbe ist zwischen 
dem Wasser und dem Amylalkohol verteilt worden. Wird das- 
selbe Experiment mit einer Phykoerythrinlosung gemacht, dic 
mit einem oder einigen Tropfen Salzsiure versetzt worden ist, 
aber so verdiinnt war, daf keine Fallung zustande gekommen 
ist, so tritt keine Verteilung der Farbe zwischen Wasser und 
Amylalkohol ein, sondern man erhilt einen flockigen rotvio- 
letten Niederschlag, wobei sowohl Wasser wie Amylalkoho! 
ganz farblos wird. Auch dieser Versuch zeigt, dafi das Phyko- 
erythrin, und zwar dessen Eiweifkomponente durch Pepsin- 
behandlung beeinflu&t wird. 

Die oben erwiihnten Versuche scheinen mir folgender- 
maven erklart werden zu miissen. Das Phykoerythrin ist aus 
einer Eiweif- und einer Farbenkomponente zusammengesetz! 
und gehért also, als Proteinstoff betrachtet, der Proteidgruppe 
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an, in Analogie mit z. B. Haimoglobin. Bei Zusatz von Salz- 
siiure wird die Eiweifikomponente von der Farbenkomponente 
cespalten. Diese Spaltung der Phykoerythrinmolekiile ist die 
Ursache, daB die Fluorescenz bei Salzsiiurezusatz verloren geht 
und nicht zuriickkehrt, wenn ein wenig Alkali bis zu alkalischer 
Reaktion hinzugesetzt wird (vgl. S. 192). Die rotviolette Farbe 
der Phykoerythrinldsung nach dem Salzsiiurezusatz ist durch 
die von der Eiweibkomponente gespaltene Farbenkomponente 
bedingt. Wird mit Pepsin digeriert, so spaltet sich die Eiweib- 
komponente, wahrend die Farbenkomponente unveriindert ubrig 
bleibt, so daB die Farbe der Losung vor und nach der Pepsin- 
digestion gleich ist. Vor der Digestion ist indes die Farben- 
komponente von der Eiweifikomponente so stark adsorbiert, 
dah sie beim Schiitteln mit Amylalkohol von diesem nicht auf- 
genommen werden kann. Nach der Digestion, wenn also die 
KiweiBkomponente gespalten worden ist, kann der Amylalkohol 
die Farbenkomponente aufnehmen, und wird so rotviolett gefarbt. 

Wird der Amylalkohol, nachdem er einen Teil der Far- 
benkomponente aufgenommen hat, mit Wasser geschiittelt, so 
verteilt sich die Farbe wiederum zwischen Wasser und Amyl- 
alkohol, und man erhilt so eine Wasserldsung der Farben- 
komponente des Phykoerythrins, die aber nun von allen Ei- 
weibresten befreit ist. 

2. Trypsin. Zu einer Phykoerythrinlésung wurde etwas 
Trypsin nebst Natriumcarbonat bis zu 0,2°/o hinzugesetzt, zu 
einer anderen nur Natriumcarbonat bis zu 0,2°/o. Beide L6- 
sungen wurden bei 38° linger als eine Woche stehen ge- 
lassen, ohne dafi sie sich in sichtbarer Weise veriinderten. 
Die Aktivitét des Trypsins wurde mittels Digestion von Fibrin 
kontrolliert. Die Versuchserie wurde mehrmals mit immer gleich- 
bleibendem Resultat wiederholt. 

Werden hingegen einige Tropfen Salzsaure hinzugesetzt, 
so daB die obenerwiihnte Spaltung der Farbstoffmolektle ein- 
tritt, hierauf Natriumearbonat bis zu schwach alkalischer Reak- 
tion und etwas Trypsin, ergibt sich ein ganz anderes Resultat. 
bei etwas stirkerer Konzentration des Farbstoffes bildet sich 
bel Zusatz von Salzsiiure eine Fiillung, die sich bei Zusatz 
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von Natriumearbonat nicht auflést. Nachdem das Trypsin einen 
Tag gewirkt hat, ist indes der Niederschlag aufgeldst. Die Farbe 
der L6sung ist rot, aber viel schwacher als die der ursprting- 
lichen Farbenlédsung. Nach und nach wird die Farbe immer 
schwiicher, um schlieBlich ganz zu verschwinden. 

Um die Wirkung des Trypsins genauer zu_ studieren, 
wurde eine Portion Farbenlésung durch Warme koaguliert und 
der abfiltrierte Niederschlag mit Trypsin digeriert. Nach einer 
Einwirkung von 24 Stunden war der ganze Niederschlag auf- 
gelost. Die Farbe der Lésung war rot, wurde aber nachtriig- 
lich immer schwiicher und verschwand schlieblich ganz. 

Aus der obigen Versuchsserie diirfte man den Schluf 
ziehen kénnen, daf das Trypsin auf das Phykoerythrin als 
solehes nicht einwirkt, wohl aber auf dessen Eiweiibkompo- 
nente auflésend wirkt, sobald diese z. B. durch Séurezusatz 
oder durch Kochen von der Farbenkomponente gespalten wor- 
den ist. Die nachtraglich eintretende Veraénderung der Farben- 
stiirke wird nicht durch das Trypsin verursacht, sondern be- 
ruht nur auf der Einwirkung des Alkalicarbonates auf die 
Farbenkomponente des Phykoerythrins, nachdem diese von der 
Eiweibkomponente gespalten worden ist (vgl. 5. 207). 

Hansons Angabe (1909, 5. 343) dab das Trypsin auf 
das Phykoerythrin einwirkt, diirfte also mit einer gewissen 
Modifikation eine Wahrheit sein. 


g) Einwirkung von Sauren und Alkalien.') 


Schon Kiitzing (1843, S. 22) erwihnt, dafi die Florideen 
bei Zusatz von Ammoniak ihre rote Farbe verlieren. Sie 
werden hierbei schmutzigviolett oder griin mit violettem An- 
strich, rein griin, dunkelgriin oder braungriin. Saurezusatz stellt 
die urspriingliche rote Farbe sogleich wieder her. Hierin liegt 
bereits im grofen und ganzen alles, was spatere Literatur- 
angaben iiber die Einwirkung von Sauren und Alkalien auf 


‘) Die Einwirkung kleinerer Mengen Séuren und Alkalien ist unter 
<«Léslichkeits- und Fillbarkeitsverhaltnisse» behandelt worden (s. S. 18!). 
Hier ist hauptsichlich die Rede von der Wirkung von Sauren und 
Alkalien auf die Farbenkomponente des Phykoerythrins. 
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das Phykoerythrin mitteilen und was etwa folgendermafen 
zusammengefahit werden kann: 

Eine Saure zerstoOrt die Fluorescenz und gibt der Liésung 
eine rotviolette Farbe. Verdiinnte Kali- oder Natronlauge zer- 
stort die Fluorescenz, schwiicht die Farbe ab und veriindert 
sie nach und nach ins Blauviolette, Blaugriine und schlieblich 
Gelbgriine oder Gelbliche. Siiurezusatz stellt wieder eine rot- 
violette Farbe her. — Die Angaben iiber Fallungen bei Alkali- 
zusatz (Rosanoff, 1867, S. 207 und Schiitt, 1888, S. 318) 
beruhen auf Verunreinigungen in den Loésungen. 

Auf obige Weise zusammengefabt, sind die Literatur- 
angaben im groben und ganzen richtig. Freilich scheinen viele 
Angaben in scharfem Widerspruch zueinander zu stehen, aber 
bei gutem Willen kénnen sie doch auf das obige Grundschema 
zuriickgefiihrt werden. 

Zuerst einige Detailangaben, die recht aufkliirend sein 
diirften. Zu 36 cem Losung wurde Ammoniumsulfat (8 g auf 
100 cem Losung) hinzugesetzt, hierauf 6 ecm 10°/oiges Am- 
moniak. Die Fluorescenz verminderte sich etwas. Die Loésung 
wurde stehen gelassen und nach und nach traten wohlaus- 
gebildete Krystalle auf. Wird tropfenweise Ammoniak zuge- 
setzt, so vermindert sich die Fluorescenz allméhlich, ohne dab 
die eigene Farbe der LOsung veriindert wird, und bei vor- 
sichtiger Neutralisierung wird die Fluorescenz wieder etwas 
verstirkt. Bei groferem Zusatz von Ammoniak wird die Farbe 
der Losung schwiacher und die Fluorescenz verschwindet de- 
finitiv. — Natronlauge wirkt in derselben Weise wie Ammoniak, 
aber weit kriftiger. 

Bereits friiher wurde erwihnt, daB ein hinreichender Zusatz 
einer Saéure, am liebsten einer Mineralsiiure, das Phykoery- 
thrin in eine Eiweiikomponente und eine Farbenkomponente 
spaltet. Dieselbe Spaltung wird durch hinreichenden Alkali- 
zusatz erreicht. Die oben erwahnte Andeutung einer Farben- 
verminderung bei Zusatz einer gewissen Menge Ammoniak 
bezeichnet eben den Anfang der Spaltung. Das Farbenspiel 
nach der erwahnten Spaltung gehért nicht dem Phykoerythrin 
selbst, sondern seiner Farbenkomponente an, und die bereits 
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erwiihnten Literaturangaben iiber Anderungen der Farbe bei 
Zusatz von Saéuren und Alkalien, gehéren also der freigewordenen 
Farbenkomponente des Phykoerythrins an. 

Die Farbenkomponente des Phykoerythrins ist in schwach 
alkalischer Fliissigkeit rot, aber von schwiicherer Farbenstiirke 
als das Phykoerythrin selbst, in schwach saurer Fltssigkeit 
rotviolett mit einer Farbenstirke, die nur wenig der des Phyko- 
erythrins unterliegt. 

Bei Behandlung mit etwas grdBerer Menge Alkali geht 
die Farbe der Farbenkomponente in rotviolett, violett, blau- 
violett, blau, blaugriin und schlieBlich griin tiber. Mit Hilfe 
von Ammoniak, auch in verhiltnismifbig groBer Menge, ist es 
indes schwer, diese Farbenskala zu erhalten. Bei Kochen mit 
sogar recht kleinem Natronlaugenzusatz tritt sie hingegen deut- 
lich hervor, geht aber schnell vorbei. Auch nach andauerndem 
Kochen wird die griine Farbe noch beibehalten, die bedeutend 
farbenkriftiger ist als die dazwischenliegenden Farbenvarietaten 
und deren Farbenstiirke der des Phykoerythrins nicht sehr 
nachsteht. 

Wenn die blau bis blaugriine Farbenniiance in der Farben- 
skala aufzutreten beginnt, stellt sich auch eine schwach braun- 
rote Fluorescenz ein, welche im selben Mae wie die Farbe 
in Griin tibergeht, ausgepraigter wird. Beim Kochen wird die 
Fluorescenz geringer oder verschwindet beinahe ganz, kommt 
aber bei Abkiihlung zuriick. Die L6sung erinnert durch ihre 
Farbe sowohl wie durch ihre Fluorescenz an Chlorophyll- 
lisungen. Auch wenn die Lésung im Dunkeln aufbewahrt 
wird, verschwindet die Fluorescenz nach und nach. Die Farbe 
der LOsung wird schwaécher und wird immer gelblicher. 

Wird ein Phykoerythrinniederschlag in starkerer Salz- 
siure gekocht, so list er sich langsam auf und die rotviolette 
Farbe geht mehr und mehr in Blau tiber. Nach hinlanglichem 
Kochen entsteht eine schén blaue Lésung, deren Farbenstirke, 
nach dem Augenmaf zu urteilen, nicht vermindert ist im Ver- 
gleich zu der Farbenstiirke der Lésung, aus der der Nieder- 
schlag hergestellt wurde. Wird konzentrierte Schwefelsdure 
einem Phykoerythrinniederschlag zugesetzt, so lést sich diese 
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-ofort auf und die Farbe der Losung wird schén blau. Wenn 
eine Phykoerythrinldsung, die durch Alkalibehandlung violett 
bis blau geworden ist, angesiuert wird, so wird die Lésung 
violett, mit einem stirkeren Stich ins Blaue nach stiirkerer 
Alkalieinwirkung. Wird eine durch Alkalieinwirkung griin ge- 
wordene LoOsung sauer gemacht, so wird die Farbe blauviolett. 

Die freigewordene Farbenkomponente wird von Alkalien 
leicht zerstért. Daher die Zerstorung der Farbe bei Trypsin- 
digestion (vgl. 5S. 204). In saurer Lésung ist sie hingegen 
auberordentlich bestiindig, verdndert sich aber doch nach und 
nach sowohl durch Licht als durch etwas héhere Temperatur. 
Laibt man eine PhykoerythrinlOsung nach Pepsinbehandlung 
lingere Zeit bei etwa 38° stehen, so wird die Farbe nach 
und nach mehr briaunlich-violett, um schlieblich ganz zerstort 
zu werden. 

Schittelt man eine Phykoerythrinldsung nach Pepsin- 
digestion mit Amylalkohol, geht ein Teil des Farbenkomplexes 
in den Alkohol tiber (vgl. S. 202). Wird hingegen eine saure 
LOsung, die durch Kochen blau gefiirbt wurde, mit Amyl- 
alkohol geschiittelt, geht der Farbenkomplex ganz in den Al- 
kohol tiber, und das Wasser wird farblos. 

Genauere Studien iiber den Farbenkomplex des Phyko- 
erythrins habe ich bis jetzt nicht gemacht und kann daher 
nichts tiber seine chemische Stellung mitteilen. Die in einem 
gewissen Stadium auffallende Ahnlichkeit mit einer Chlorophyll- 
losung k6nnte indessen vielleicht daran denken lassen, dab 
die Alge beim Aufbau der Farbenkomponente des Phykoery- 
thrins in der Hauptsache dieselben Atomkomplexe anwendet, 
wie beim Aufbau der Chlorophyllmolekiile. Sollte sich dies 
als richtig erweisen, kOnnte man einen engeren Zusammenhang 
zwischen Phykoerythrin und Himoglobin herstellen, als dies 
bisher mdOglich ist (vgl. S. 202), da seit langem gezeigt ist, 
dai die Farbenkomponente des Hémoglobins, Hamatin, teil- 
weise dieselben Atomkomplexe enthalt wie Chlorophyll. 


h) Chemische Analyse. 
Zur chemischen Analyse wurde das Phykoerythrin durch 
mindestens 5 Umkrystallisierungen, bei successivem Zusatz von 
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hdchstens 12 g Ammoniumsulfat auf 100 ccm Lésung, gereinigt. 
Die reine Phykoerythrinl6sung wurde dann durch Erhitzung 
bis zum Kochen koaguliert, der dabei erhaltene Niederschlag 
abfiltriert und mit warmem Wasser gewaschen, bis das Filtrat 
bei Zusatz von Nesslers Reagens nicht mehr auf Ammonium- 
sulfat reagierte. Diese Waschung ging recht schnell. Der Nieder- 
schlag wurde dann mit Alkohol und Ather!) behandelt und auf 
die gewohnliche Weise getrocknet und gewogen. 

Nach einer solchen Behandlung erhielt man das Phyko- 
ervthrin in ganz aschefreiem Zustand. 

Die qualitative chemische Analyse ergab, dah das Phyko- 
erythrin Kohle, Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel enthiilt. 
Ks verdient bemerkt zu werden, dafi Phosphor fehlt. Zur 
sestimmung der quantitativen Zusammensetzung wurde eine 
Doppelanalyse von Kohle, Wasserstoff und Stickstoff und eine 
Schwefelanalyse ausgefiihrt. Der Stickstoff wurde mit Kjel- 
dahls Methode bestimmt. Die Kohle- und Wasserstoffbestim- 
mungen wurden von Dr. H. Weil, Miinchen, ausgefiihrt. 


') Bei Waschung mit Alkohol zeigte es sich, dafs dieser etwas 
gefarbt wurde, erst blau, dann blauviolett und schliefilich violett. Auch 
der Ather fiirbte sich anfangs blau-blauviolett, ging aber nach und nacli 
farblos durch. Bei zwei Gelegenheiten, als eine etwas gréfere Menge 
Niederschlag mit Alkohol gewaschen werden sollte, wurde der ganze 
Niederschlag in einem kleinen Kolben hinuntergespiilt, mit etwa 100 ccm 
Alkohol tibergossen und dann 24 Stunden stehen gelassen. Als der 
Alkohol hierauf abfiltriert wurde, zeigte er sich stark violett gefarbt. Der 
Alkohol wurde durch Verdunstung entfernt und als Rest ergab sich in 
dem einen Falle 0,004 g, im anderen 0,005 g. 

Die Ursache zu diesem Phainomen diirfte die sein, dafi die Phyko- 
erythrinmolekiile sich bei Koagulation spalten und dafi der Alkohol dann 
einen Teil der Farbenkomponente herauslist, aber nur einen so unbe- 
deutenden Teil, dafi die Farbe des Niederschlags nicht merklich schwacher 
wird. Man kann indes von der Farbenstairke der Farbenkomponente 
eine Vorstellung bekommen, wenn man bedenkt, dafi 5 mg derselben 
(vorausgesetzt, dafs diese den ganzen Rest ausmachte) in 100 ccm Fliissig- 
keit eine starke Firbung verursachen kann. — Wenn eine Phykoerythrin- 
lésung mit Alkohol gefillt wird, lést der Alkohol keinen Teil der Farben- 
komponente aus dem Niederschlag heraus. 
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Analysendaten: 


0,1944 g Substanz ergaben: 0,3620 g CO, und 0,1228 g¢g H,O, 
also 5O0.82°/o C und 7.07% o H. 

0.1389 g Substanz ergaben: 0,2587 g CO, und 0,0864 ¢ H,0O, 
also 50,83°/o C und 6,96°%e H. 

0.1318 g Substanz ergaben: 14,4 ccm /10-NH,, also 15,3420 N. 

0,1477 » > > 16,2 


1.286 » » 0,150 g BaSO,, > 1.609% S. 


» > > 15.40° 0 » 


Die prozentuale Zusammensetzung des Phykoerythrins ist also 
C = 50.82 °/o 


H= 7,08°%, 
N = 16,37°%o 
S = 1,60%o 
O = 25,20°/o 


Die Kohlen-, Wasserstoff-, Stickstoff- und Schwefelmengen 
des Phykoerythrins liegen also innerhalb der fiir EiweiSstoffe 
gewOhnlichen Grenzen. 

Ein Versuch zur Bestimmung der quantitativen Zusammen- 
setzung des Phykoerythrins wurde schon von Hanson (1909, 
S. 341) gemacht. In den verschiedenen von ihm ausgefiihrten 
Analysen variierte indessen die prozentuale Zusammensetzung 
in hohem Grade. Fiir N gibt er Werte zwischen 3,51 und 
8.27°/o an, fir C 30,61 und 37,48 °/o und fiir H 7,10 und 7,60°/o. 
Dies kommt daher, dab Hanson kein reines Material hatte: 
der Aschengehalt soll z. b. zwischen 17 und 27,1°/o betragen 
haben. 


i) Spektroskopische Untersuchung. 


Der erste, der Angaben tiber das Absorptionsspektrum 
des Phykoerythrins macht, ist Stockes (1854, S. 264), welcher 
behauptet, da} sich in Gelb, Griin und Blau drei Biinder be- 
finden. Dieselbe Angabe findet sich spiter bei Askenasy 
(1867, S. 233), welcher tiber das Absorptionsspektrum schreibt: 
«es hat 3 Maxima von Absorption, eines an der Grenze von 
Gelb und Griin, eines im Griin und eines im Blau. Die Absorption 
beginnt ziemlich plétzlich in der Niihe der Natriumlinie. Bei 
eroBerer Dicke laBt die Farbstofflésung nur rotes Licht durch. » 
In derselben Richtung bewegen sich Rosanoffs Angaben (1867, 
S. 204). Dieser bildet auch das Absorptionsspektrum des Phyko- 
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erythrins bei Janta corniculata ab, mit 3 Bandern zwischen der 
D- und der F-Linie (a. a. O., Pl. Il, Spektrum V). 

Zu diesen 3 bereits bekannten Bindern fiigt Pringsheim 
(1875, S. 751) noch 2 weitere hinzu, eines zwischen B und C 
und eines zwischen C und D. Auferdem befinde sich eine End- 
absorption in Violett. Diese Zusétze sind indessen nach Reinke 
(1886, 5S. 231) dadureh entstanden, dafi Pringsheims Lé- 
sungen Spuren von Florideengriin enthielten. Reinke hat eine 
spektrophotometrische Untersuchung tiber das Phykoerythrin 
bei Delesseria sanguinea gemacht und gibt eine Kurve des Ab- 
sorptionsspektrums (a.a.O., Taf. II, Fig. 12), die in allem Wesent- 
lichen mit der Kurve tbereinstimmt, die ich ftir das Phyko- 
erythrin bei Ceramium rubrum gefunden habe. 

Schiitt (1888, S. 41) hat auch eine spektrophotometrische 
Untersuchung tiber das Phykoerythrin gemacht und als Material 
Wasserextrakt aus Ceramium rubrum und Dumontia filiformis 
angewendet. Die Phykoerythrinspektren dieser beiden Algen 
stimmen miteinander nicht tiberein und ebensowenig mit 
Reinkes Spektrum fiir Delesseria. Was Ceramium betrifft, muh 
indessen bemerkt werden, dali Schiitt dessen Phykoerythrin- 
spektrum nicht studieren konnte, weil er nicht beachtete, dali 
ein Wasserextrakt dieser Alge nicht nur Phykoerythrin, sondern 
auch Phykocyan enthilt. 

Molisch (1906, 5S. 8038, Taf. I, Fig. 10—11) gibt Be- 
schreibung und Abbildung des Absorptionsspektrums fiir das 
Phykoerythrin einer Ceramium-Art (C. strictum?), aber aus 
seinen Angaben zu schliefen, hat die untersuchte Phykoerythrin- 
ldsung ganz gewib etwas Phykocyan enthalten. 

Die letzten Angaben tiber das Absorptionsspektrum des 
Phykoerythrins bei Ceramium rubrum stammen von Hanson 
(1909); da er aber nicht beachtet hat, dafi ein Wasserextrakt 
von dieser Alge neben Phykoerythrin auch Phykocyan enthalt, 
und da er keine reinen Lésungen erhalten konnte, sind seine 
Angaben natiirlich nicht ganz verlibBlich. 

Mit Hilfe eines Glans-Spektrophotometers habe ich das 
Absorptionsspektrum einer ganz reinen Phykoerythrinlésung 
untersucht. Das Instrument ist von Otto (1882, S. 9) aus- 
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fiihrlich beschrieben worden, weshalb ich nur auf seine Arbeit 
hinzuweisen brauche. Auch betreffs der Berechnung der Ex- 
tinktionskoeffizienten verweise ich auf diese Arbeit. Unter der 
Voraussetzung, dafi die absorbierende Fliissigkeitsschichte 1 em 
ist, wird die Forme! fiir die Berechnung von dem Extinktions- 
koeffizienten, € 

« = — 2 log cos @ 
wobei m der Drehungswinkel des Analysatornikols ist. Die Dicke 
der Schichte steht im Nenner des Ausdrucks, aber als kon- 
stante Grdfe kann sie, wenn sie nicht gleich 1 ist, mit dem 
auderen konstanten Faktor des Ausdrucks 2 zu einer neuen 
Konstante C vereinigt werden. Der Ausdruck fiir € wiirde also 

e = — C log cos @. 

Da indessen nur die relativen Extinktionskoeffizienten von 
interesse sind, um die Absorptionskurve konstruieren zu kOnnen, 
habe ich C = 1 gesetzt. (Die Schichtendicke war bei meinen 
Messungen 4,3 mm.) Die Werte, die in meiner untenstehenden 
Tabelle angefiihrt sind, sind demnach nichts anderes als die 
negativen Logarithmen des Cosinus der Drehungswinkel. Die 
angegebenen Zahlen sind Mittelwerte von 6 Observationen. 

Die relativen Extinktionskoeffizienten gehen aus Tabelle | 
hervor. 

Auf Grund der obigen Extinktionskoeffizienten wurde die 
Kurve fiir das Absorptionsspektrum des Phykoerythrins kon- 
struiert. Aus der Untersuchung ergibt sich also, daf eine Phyko- 
erythrinldsung 3 Absorptionsbiander hat, 2 zwischen D und E 
und eines zwischen E und F, aber niiher bei F. Das erste ist 
am starksten, das letzte am schwiichsten. Das Band I beginnt 
sehr schnell gleich nach D und erreicht sein Maximum bei 
h = 569 — 565 uu, Band II erreicht sein Maximum bei \ = 





041 — 537 und Band III bei \ = 498 — 492 un. 

Bei verminderter Konzentration scheint Band II vor Band III 
zu verschwinden, obwohl das letztere schwiicher ist (vgl. Schutt 
1888, Taf. III, Fig. 1). Dies beruht aber darauf, dafi das Mini- 
mum zwischen Band I und II bedeutend schwiicher markiert ist, 
als das Minimum zwischen II und III. Das Minimum zwischen 
( und II liegt héher ais das Maximum in Band III. Bei hin- 








Tabelle 1 




















Relative Relative Lelalive Relative 
Skaienteile | Extinktions- | Extinktions- Skalenteile | | Extinktions- | Extinktions- 
| Wellenlangen | koeffizienten | koeffizienten " | Wellenlangen | koeffizienten | koeffizienten 
des ; | einer | einer des | ; | einer einer 
Instruments oo | schwicheren | stiirkeren Instruments | (in MH) schwacheren __ starkeren 
| |  Lésung | Loésung | Lésung | Lésung 
60—62 | 670-656 | _ 0,021 88— 89 | 534531 | 0,520 | ani 
62-64 — 656—642 | _ 0,023 89— 90 | 531-528 | 0,500 _ 
64—66 | 642—630 _ 0,028 90— 92 | 528-522 | 0,447 | — 
66—68 | 630-618 | _ | 0,033 92— 94 | 522-516 | 0,381 | ne 
68—70 | 618-607 | wee 0,045 9%— 96 | 516-510 | 0834 | - 
S 70—71 | 607—602 | — | 0,055 96— 98 | 510-504 | 0,369 | - 
a 71-72 | 602-597 1) 9... | 0,078 98—100 | 504-498 | OB a 
72—738 | 597-593 | ied 0,118 100—102. | 498-492 | 0463 ~ 
= 73-74 | 593-589 | 0,050 | o214 102—104 |  492—488 0420 | ss 
= 74-75 | BS9—5RH_ 007s), 4 81 104106 | 488-484 | 0354 | — 
a 73—76 | | 0144 0,764 106—108 484—480 | 0,299 | _ 
76—77 581-577 0,233 oi 108—110 480—476 | 0,240 | - 
ye ee 577—573 0,362 110—112 476—472 | 0,201 | - 
78—79 573—d69 | 0,534 —- 112—114 472—468 | 0,170 — 
79—B80 d569—A)bd 0,586 — 114—117 468— 462 | 0,140 
SO-—&1 565-—db61 0,560 - 117—120 462—4d6 0103 0.526 
81—&2 561—557 0.528 — 120—123 456—450 0.073 0.414 
82—83 557—5)d3 0.499 — 123—126 4ADOV—4-44 — 0.329 
83—84 553 —549 0,504 wis 126—129 444—438 a 0,220 
- 84—8d 549-545 0,516 —- 129—132 438— 432 - 0.158 
— 8D—86 545—)41 0.530 132-—135 t32— 426 — 0.077 
86—87 | 541—537 0533 135—138 426—420 — 0,050 
a ae 937—d34 | V.530 | — 
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reichender Konzentration wird nur rotes und orangefarbenes 
Licht durchgelassen. 
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Fig. 1. Absorptionskurve einer Phykoerythrinlésung. 


IV. Phykocyan. 


a) Farbe, Fluorescenz und Krystallisation. 

Wie bereits erwihnt (s. 5. 182), ist mir der Beweis ge- 
lungen, daB Ceramium rubrum aufer Phykoerythrin auch einen 
zugleich mit diesem extrahierbaren blauen Farbstoff enthalt,') 


') Dieser Farbstoff ist der Aufmerksamkeit der Forscher, die bisher 
mit Ceramium rubrum arbeiteten, entgangen. Nur Schiitt (1888, S. 310) 
wirft die Annahme hin, daf’ das Phykoerythrin bei dieser Alge aus zwei 
Farbstoffen bestande, durch seine weiteren Versuche aber kam er zu 
dem Resultat, dafS§ diese Annahme nicht berechtigt sei (vgl. die Note 
S. 216). Schiitt unterscheidet: 

1. das a-Phykoerythrin: blaurot, durch Wasser aus den Pflanzen 
direkt extrahierbar. 

2. B-Phykoerythrin: reinrot, aus dem ersten durch Einwirkung 
indifferenter Reagenzien, wie Alkohol, Chlorbaryum, entstehend. 

3. y-Phykoerythrin: violettblau, durch Séuren aus 1. fallbar. 

Schiitts a-Phykoerythrin ist eine Mischung von Phykoerythrin und 
Phykocyan, sein $-Phykoerythrin ist das wirkliche Phykoerythrin und 
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der, wie sich nach seiner Herstellung in reinem Zustand zeigte, 
der Phykocyangruppe angehort. Eine Lésung dieser Phyko- 
eyanmodifikation ist in durchfallendem Licht sch6n indigoblau, 
wenn die Konzentration des Farbstoffs nicht allzu grof ist. 
bei gesteigerter Konzentration bekommt die L6sung einen Stich 
ins Violette und stiirkere Losungen lassen bei hinreichender 
Schichtendicke nur violettes und rotviolettes Licht durch (yg. 
die spektroskopische Untersuchung 8. 229). 

In auffallendem Licht zeigt das Phykocyan eine pracht- 
volle dunkelkarminrote Fluorescenz. Diese zeigt sich jedoch 
nur, wenn die L6sung schwach alkalisch ist (2—3 Tropfen 
0,2°/oige Natriumearbonatlésung per Kubikzentimeter). Eine so- 
weit moglich ganz neutrale LOsung, in welcher sich das Phy- 
kocyan wegen Anwesenheit von etwas Ammoniumsulfat in 
Losung erhiilt, zeigt keine Fluorescenz (vgl. den Dialysenver- 
such $8. 217). 

Molisch (1906) hat gezeigt, dab es wenigstens drei ver- 
schiedene Phykocyanmodifikationen gibt, welche durch Farbe, 
Fluorescenz, Krystallisationsfihigkeit und spektroskopische Ver- 
hiiltnisse voneinander unterschieden sind. Eine Modifikation ist 
blau «mit einem Stich ins Griine» und mit einer prachtvollen 
«dunkelkarminroten Fluorescenz». Eine andere ist hingegen 
violett, «mit venezianischroter, fast ockerartiger oder karmin- 
roter Fluorescenz». Eine dritte ist tiefblauviolett und fluores- 
ciert prachtvoll dunkelkarminrot. 

Die Phykocyanmodifikation, die bei Ceramium rubrum vor- 
kommt, schlieft sich am niichsten an die dritte der erwiihnten 
Modifikationen an. Und die Farbenproben, die Molisch (1906, 
Taf. I, Fig. 9—12) fiir die Farbe und Fluorescenz dieser Mo- 
difikation gibt, stimmen mit der Farbe und Fluorescenz bei 
dem Phykoeyan von Ceramium rubrum recht gut tiberein. Doch 
zeigt die spektroskopische Analyse, daf diese beiden Moditi- 
kationen nicht identisch sind. 


sein y-Phykoerythrin ist eine Mischung der Eiweif- und Farbenkomponenten 
des Phykoerythrins und Phykocyans, nachdem diese durch Saéurewirkung 
voneinander gespalten worden sind. Die Farbe wird in diesem Falle 
von den freigewordenen Farbenkomponenten bestimmt. 
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Wie bereits erwihnt (S. 179), krystallisiert das Phyko- 
eyan aus einer LOsung bei Zusatz von Ammoniumsulfat heraus. 
Enthalt die Losung 0,25°/o Farbsubstanz, so beginnt die Kry- 
stallisation, sobald die Loésung 8 g Salz auf 100 ccm enthiilt. 
Bei suecessivem Salzzusatz bis 12 g auf 100 cem Losung ist 
die Hauptmasse des Phykocyans auskrystallisiert, vorausgesetzt, 
daB die Farbenl6sung von Anfang an nicht allzu verdiinnt war. 
(Uber Krystallisation bei Dialyse s. S. 217.) 

Die Phykoecyankrystalle haben die Form = rhombischer 
‘Tafeln (Taf. 1, Fig. 1—2). Ihre Gr6Be ist sehr variabel, indem 
die Kantenlange zwischen 5 und 50 u wechseln kann. Bei 
einigen Krystallisationen ergaben sich alle méglichen Groben 
zwischen diesen Extremen, ohne daB eine bestimmte Grofe 
vorherrschte. In anderen Fiillen wiederum tiberwogen die Kry- 
stalle einer bestimmten Gréfe. Die Krystallform ist indessen 
immer die gleiche und die Messung der Winkel an den Kry- 
stallen ergab 79,2 und 100,8. Die Dicke ist in der Regel 1—2 u, 
seltener bis zu 3 u. Nur ausnahmsweise entstanden Krystalle 
von 4—5 wu Dicke. 

Molisch hat die Krystalle von 2 Phykocyanmodifikati- 
onen beschrieben, doch hatten beide ganz andere Krystall- 
formen, als das Phykoerythrin bei Ceramium rubrum (vgl. Mo- 
lisch 1895, S. 133 und 1906, 5S. 804, Taf. II, Fig. 13). Die 
Krystalle erhielt Molisch, indem er eine Phykocyanlésung mit 
etwas Ammoniumsulfat versetzte, worauf er die Lésung in einer 
kleinen Krystallisationschale an einem dunklen Orte ruhig ver- 
dunsten lieB. In dem Mabe, wie die Lésung durch Verdunstung 
konzentriert wurde, schlug sich das Phykocyan in Form von 


Krystallen nieder. 


b) Eiweifbreaktionen. 


Hansen (1893, S. 297) hat die Vermutung ausgesprochen, 
dah das Phykocyan von eiweibartigem Charakter sei, ohne indes 
irgend einen Beweis fiir diese Vermutung beizubringen. Der 
erste, der einige Beweise fiir die Eiweifinatur des Phykocyans 
vorbrachte, ist Molisch (1895, 5S. 134), aber Euler (1907, 
5. 227) bezweifelt die volle Beweiskraft der Untersuchungen 
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Molischs, da man es nicht als ausgeschlossen betrachten 
kann, daf} die Eiweibeigenschaften nicht dem Farbstoff selbst 
zukommen, sondern irgend einem loslichen Eiweifstoff, der bej 
der Fallung jenen mitgezogen hatte (vgl. Eulers Einwand gegen 
die KiweiBnatur des Phykoerythrins 5. 188). 

Da es mir nun gelungen ist, reines Phykocyan herzu- 
stellen, war es mir méglich, die Richtigkeit von Molischs An- 
gabe, dafii das Phykocyan von eiweifartiger Natur sei, voll- 
kommen zu bestiitigen. Es gehort unter den Proteinstoffen zur 
Proteidgruppe (s. die Auseinandersetzung S. 225). 

Als Beweise fiir die Proteinnatur des Phykocyans mag 
hier angefiihrt werden, dai es beim Kochen koaguliert, dai 
Hellers Probe ein positives Resultat ergibt, daf es bei hin- 
linglichem Zusatz von (H,N),SO,, MgSO, oder Alkohol!) ge- 
fiillt wird, ebenso von Gerbsiiure, dafi Millons Reaktion positiy 
ausfiillt, ebenso wie die Xanthoproteinsiiurereaktion und die 
Biuretreaktion. Diese letztere Reaktion tritt mit derselben Farbe 
und derselben relativen Stérke auf, wie bei gewOhnlichen Protein- 
stoffen. Um bei den Farbenreaktionen, wenigstens bei Millons 
Reaktion und der Biuretreaktion sichere Resultate zu erhalten, 
miissen die Phykocyanlésungen erst entfarbt werden. Dies kann 
entweder geschehen, indem man die Losung direktem Sonnen- 
licht aussetzt, oder indem man sie mit Kaliumpermanganat be- 
handelt, dessen Uberschu8 dann durch SO,-Liésung entfarbt wird. 


c) LOslichkeits- und Fallbarkeitsverhiltnisse. 


Die Literaturangaben tiber die Wasserloslichkeit des Phy- 
kocyans gelten mit demselben Vorbehalt, der beziiglich der 
Wasserlislichkeit des Phykoerythrins vorgebracht wurde, dab 
es also in Wasser bei schwach alkalischer Reaktion oder bei 
Anwesenheit eines Neutralsalzes ldslich ist. 

Um die Frage nach der Léslichkeit des Phykocyans in 


‘) Der Alkohol fallt nicht nur das Phykocyan, sondern zerstort es 
auch. Dieser Umstand hat veranlaft, dafK Schiitt (1888, S. 310) das 
Phykocyan bei Ceramium rubrum nicht nachweisen konnte, sondern ge- 
niligt war, seine Vermutung, daf\ zwei in Wasser lisliche Farbstoffe bei 
dieser Alge vorkimen, fiir unrichtig zu erklaren. Vgl. die Note S. 213. 
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reinem Wasser beantworten zu kénnen, wurden einige Dialysen- 
versuche gemacht, auf dieselbe Art wie beim Phykoerythrin. 
Die Phykocyanlosung, die der Dialyse unterworfen wurde, ent- 
hielt etwa 0,4°/o Farbstoff, 0,01°/o Natriumearbonat und einen 
Gehalt an Ammoniumsulfat, der auf etwa 1°/o geschiitzt werden 
kann. Die Losung, mit etwas Toluol versetzt, wurde der Dia- 
lyse unterzogen und nach drei Tagen, mit taglichem Wasser- 
wechsel, konnte man den ersten Ansatz zur Triibung infolge 
der beginnenden Fallung des Farbstoffes wahrnehmen; nach 
weiteren drei Tagen mit tiiglichem Wasserwechsel war ein reich- 
licher Niederschlag entstanden. Dieser bestand teils aus wohl- 
ausgebildeten Krystallen von derselben Form und Aussehen, 
wie die bei Zusatz von Ammoniumsulfat entstehenden, teils aus 
Krystallen, die am ehesten unregelmiébigen Scheiben glichen, 
und die man sich dadurch entstanden denken kann, dab die 
Keken der rhombischen Grundform nicht gut ausgebildet 
worden waren. Diese letztere Form war die vorherrschende. 

Die Féllung war nicht vollsténdig und das Filtrat ergab 
bet Hellers Probe einen freilich schwachen Hinweis auf Ei- 
weif. Auch ein deutlicher Hinweis auf Sulfat ergab sich bei 
Zusatz von Baryumchlorid. 

Die Krystalle, die an der Dialysenhiilse festsaben, wurden 
mit destilliertem Wasser gespiilt, hierauf mit Leichtigkeit in 
0,1°/oiger Natriumearbonatlésung aufgelést, worauf die Losung 
wieder der Dialyse unterzogen wurde. Hierbei bildete sich ein 
neuer Niederschlag, der gleichfalls aus Krystallen, aber vom 
unregelmaBig scheibenformigen Typus (s. oben) bestand. Die 
vom ersten Dialysenversuch abfiltrierten Krystalle wurden in 
Wasser aufgeschlemmt, das 1°/o Ammoniumsulfat enthielt. Nach 
ein paar Tagen waren die Krystalle vollstandig gelost. Die 
Farbe der Lésung war blau, aber die Fluorescenz fehlte und 
trat erst bei Zusatz von etwas Natriumcarbonat hervor. 

Mit einem Ausgangsiaterial, das von derselben Farben- 
lssung genommen wurde, wie das Material zum eben geschil- 
derten Dialysenversuch, wurde auch ein anderer Dialysenver- 
such gemacht, wobei zunichst in derselben Weise verfahren 
vurde, wie beim friiheren, dann aber wurde das Ganze 5 Wochen 
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linger stehen gelassen, wahrend welcher Zeit das Dialysen- 
wasser nur einige wenige Male gewechselt wurde. Das Phy- 
kocyan war nicht vollstandig herausgefillt, als die Dialyse 
abgebrochen wurde. Ein Teil des Niederschlages wurde in 
0,05°oiger NatriumearbonatlOsung mit Leichtigkeit aufgelist, 
ein anderer Teil, der in 0,5°/oiger AmmoniumsulfatlOsung auf- 
geschlemmt wurde, war noch nach 48 Stunden vollstandig un- 
aufgelost. Durch Zusatz von etwas Natriumearbonat loste sich 
indes das Phykocyan auch hier leicht auf. Die Phykocyan- 
krystalle hatten also wihrend der Zeit, wo sie in reinem Wasser 
lagen, ihre Léslichkeit in schwacher Ammoniumsulfatlésung, 
nicht aber in schwacher Natriumearbonatlésung, verloren. 

Die Dialysenversuche zeigen also, daB das Phykocyan 
ebenso wie das Phykoerythrin in reinem Wasser un- 
loslich, bei Anwesenheit geringer Mengen Alkali oder 
neutraler Salze aber in Wasser loslich ist. Es ist bei 
Alkalienanwesenheit viel leichter loslich, als bei Anwesenheit 
von ausschlieblich neutralem Salz. 

Das Phykocyan fallt bei Dialyse leichter als das Phyko- 
erythrin (vgl. die Dialysenversuche) und umgekehrt mubf also 
das Phykoerythrin bei Zusatz von Wasser, das etwas Alkali 
oder Neutralsalz enthiilt, leichter lOslich sein als das Phykocyan. 
Dieses Verhiiltnisses habe ich mich zur Scheidung der beiden 
Farbstoffe von einander bedient (vgl. S. 183). 

Wie das Phykoerythrin ist auch das Phykocyan in Ather, 
Alkohol, Chloroform, Amylalkohol und Schwefelkohlenstoff un- 
loslich. 7 
Keim Studium der Einwirkung, die Séuren in geringen 
Mengen auf eine Phykocyanlésung ausitiben, habe ich eine L0- 
sung bentitzt, welche ich erhielt, indem ich bei der Dialyse 
gefiilltes Phykocyan in Wasser mit einem Zusatz von 0,05° 0 
Natriumearbonat aufléste. Die L6sung war also von Neutral- 
salzen so frei als mdglich. 

Setzt man etwa 2 cem einer solchen Lésung einige Tropfen 
1°, oige Essigsiiure hinzu, so entsteht ein ziemlich feinflockiger, 
blauer Niederschlag, der sich bei Zusatz von Natriumcarbonat 
wieder auflést. Die so erhaltene Lésung hat dieselbe Farbe 
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und Fluorescenz wie die urspriingliche. Wird ein kleiner Uber- 
<chuB von Essigsiiure hinzugesetzt, so lost sich der bei ge- 
ringem Essigsiurezusatz entstandene Niederschlag wieder auf. 
Hie Farbe dieser essigsauren Phykocyanlésung ist dieselbe wie 
die der urspriinglichen LOsung, entbehrt aber der Fluorescenz. 
Bei vorsichtiger Alkalisierung (am liebsten mit schwacher Natri- 
umearbonatlosung) entsteht in der essigsauren Lésung zuniachst 
ein Niederschlag, der sich bei ganz kleinem Alkaliiiberschub 
wieder aufldst. Die so erhaltene Lésung hat dieselbe Farbe 
und Fluorescenz wie die urspriingliche LOsung vor dem Essig- 
siiurezusatz. 

Ist die Phykocyanlosung etwas konzentrierter, so lost sich 
der durch Zusatz von Essigsiiure gebildete Niederschlag bei Zu- 
<atz eines Uberschusses nur teilweise. Wird hingegen Essig- 
sure im Uberschu8 auf einmal zugesetzt, so entsteht auch in 
etwas mehr konzentrierter Losung kein Niederschlag. Essig- 
siiure in bedeutendem UberschuB fiillt eine salzfreie Phykocyan- 
ljsung erst allmiihlich. Die Fallung wird nicht vollstiindig. 

Werden ein paar Kubikzentimeter der erwiihnten salz- 
‘reien Phykocyanlésung mit einem Tropfen 0,1 °/oiger Salzsiiure 
versetzt, so entsteht wie bei Zusatz von Essigsiiure ein blauer 
Niederschlag, der sich bei Zusatz von Natriumearbonat wieder 
aullost. Die so erhaltene Lésung hat dieselbe Farbe und Fluo- 
rescenz wie die urspriingliche. Bei ganz kleinem Uberschub 
von Salzsiiure list sich der bei geringerem Siiurezusatz ge- 
bildete Niederschlag wieder auf. Die salzsaure Phykocyanlosung 
hat eine blaue Farbe mit schwachem Stich ins Violette; die 
Marbenstarke ist im Verhiiltnis zu der der urspriinglichen LOsung 
etwas abgeschwiicht; die Fluorescenz fehlt. Bei vorsichtiger 
Alkalisierung entsteht zunichst ein blauer Niederschlag, der 
sich schon bei ganz kleinem Alkaliiiberschufs wieder auflost. 
Hie Farbe der so erhaltenen Lésung ist indessen im Vergleich 
zur urspriinglichen sehr abgeschwacht und spielt auberdem ins 
Violette. Die Fluorescenz fehlt. Bei erneutem Siiurenzusatz 
entsteht zuniichst ein blauer Niederschlag, der sich bei ge- 
ringem Séurentiberschu8 wieder lost. 

Bei Zusatz eines gréBeren Salzsiuretiberschusses fallt das 
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Phykocyan vollstiindig in Form eines blauen ziemlich grob- 
flockigen Niederschlags, der sich bei Neutralisierung, selbst bei 
einem kleinen Uberschu8 von Natronlauge, nicht wieder list. 
Seine Farbe geht aber, sobald die Losung alkalisch wird, aus 
Blau in schmutziges Violett tiber. Bei Saurezusatz wird der 
Niederschlag wieder blau. 

Enthilt eine Phykocyanlésung etwas Neutralsalz, so wird 
sie bei Siiurezusatz, ebenso wie eine salzfreie, gefiillt, nur mit 
dem Unterschied, daB die Niederschlige in einem geringen 
Siiureiiberschu8 unléslich oder duferst schwerléslich sind. 

Hiermit hiingt zusammen, daf eine salzhaltige Phykocyan- 
lésung durch Zusatz von Essigsiiure in gréBerem Uberschus 
sofort teilweise gefillt wird, wihrend eine ebenso behandelte 
salzfreie zuniichst keinen Niederschlag aufweist. 

Aus dem Angefiihrten geht hervor, dai das Phykocyan 
aus einer LOsung bei Zusatz von ganz wenig Siiure 
gefillt wird. Der Niederschlag lést sich bei Alkali- 
zusatz, oder, wenn die Lésung salzfrei ist, bei ge- 
ringem SadureiiberschuB wieder auf. Im ganzen zeigt 
also das Phykocyan bei Zusatz von Séuren und Alkalien die- 
selben Léslichkeits- und Fallbarkeitsverhaltnisse wie das Phyko- 
erythrin (s. 5. 194). 

Bei Behandlung der Loslichkeits- und Fallbarkeitsverhiilt- 
nisse des Phykoerythrins suchte ich geltend zu machen, dal) 
der definitive Fluorescenzverlust bei Zusatz von Salzsiiure im 
Uberschuf auf einer Spaltung der Farbstoffmolekiile in eine 
Farben- und eine Eiweifikomponente beruhe (s. S. 193). Aucl 
die Fluorescenz des Phykocyans geht bei Salzsaureiiberschu) 
definitiv verloren, und die Ursache ist meiner Meinung nach 
dieselbe wie beim Phykoerythrin. Die Phykocyanmolekiile be- 
stiinden also aus einer Farben- und einer Eiweiikomponente, die 
bei hinreichendem Siiurezusatz voneinander gespalten werden. 
Die Farbenkomponente ist in saurer Lésung blau mit schwachem 
Stich ins Violette, in alkalischer blauviolett bis violett (vgl. die 
obige Diskussion der Farbeninderungen bei Séure- und Alkali- 
behandlung und die fernere Diskussion 5. 226). 

SchlieBlich mag daran erinnert werden, dal eine Phy- 
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kocyanlésung bei hinreichendem Zusatz von (H,N),SO, und 
MgSO, gefillt wird (eine ausfihrliche Auseinandersetzung hie- 
riiber s. S. 185). Auch verdiinnte Lésungen werden durch 
Zusatz von 17—20 g (H,N),SO, auf 100 ccm Lésung oder bei 
Zusatz von MgSO, bis fast zu voller Sattigung gefiillt. Von 
NaCl, bis zu voller Siittigung zugesetzt, wird eine Phykocyan- 
lisung gar nicht oder nur unbedeutend gefiillt. 

Als Resultat der Untersuchungen tiber die Loslichkeit und 
iillbarkeit des Phykocyans ergibt sich also: 

1. dah es in reinem Wasser unloslich ist: 

2. dab es in Wasser bei Zusatz eines Neutral- 
salzes oder einer geringen Alkalimenge sich auflost; 

3. daBb es bei Zusatz von (H,N),5O, bis zu knapp 
halber Sattigung oder von MgSO, bis zu knapp voller 
Sittigung vollstandig gefallt wird; 

4. dah es bei Zusatz einer diuberst geringen 
Siurenmenge gefillt, bei SaiuretiberschuS wieder auf- 
celost wird; 

5. daB es bei Dialyse gefallt wird. 

Das Phykocyan zeigt also, wie das Phykoerythrin, im 
canzen dieselben Loslichkeits- und Fallbarkeitsverhaltnisse wie 
die Globuline. 


d) Einwirkung von Licht. 


Eine Phykocyanlosung kann im Finstern monatelang stehen, 
ohne daB sich die Farbe merklich andert, wenn Fiiulnis ver- 
mieden wird; auch in diffusem Tageslicht wenigstens einige 
Wochen ohne merkliche Veriinderung. Die LOsungen sind indes 
liir das diffuse Tageslicht weit empfindlicher als die des Phyko- 
erythrins (vgl. S. 195). 

Wird eine Phykocyanlésung direktem Sonnenlicht aus- 
gesetzt, ist sie schon nach wenigen Tagen vollstindig entfirbt. 
Kine wenn auch nur schwach alkalische L6sung entfiirbt sich 
hierbei viel schneller als eine méglichst neutrale, was deut- 
lich aus folgendem Versuch hervorgeht. Etwas durch Dialyse 
gefalltes Phykocyan wurde in 1°/oiger Ammoniumsulfatlosung 
aufgelist; die Lo6sung wurde in zwei Portionen abgeteilt und 
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die eine davon mit bis zu 0,1°/o Natriumearbonat versetzt. 
Beide Proben wurden zugleich starkem Sonnenlicht ausgesetzt. 
Die Probe, welche Natriumcarbonat enthielt, war bereits nach 
5 Stunden fast ganz entfiirbt, wahrend die Farbe der anderen 
nach 10 Tagen starker Sonnenbeleuchtung noch nicht  voll- 
stindig verschwunden war. 

Wird eine mit etwas Toluol versetzte L6sung dem Sonnen- 
licht ausgesetzt, so wird das Phykocyan nach 1—2 Tagen 
herausgefillt. Eine solche Probe entfiirbte sich schneller als 
eine Probe ohne Toluol. 

Liaibt man eine mit Toluol versetzte L6sung im Dunkeln 
stehen, so erfolgt keine Fallung des Phykocyans (also ebenso 
wie beim Phykoerythrin, s. 5. 195). 

Kin unbedeutender Zusatz von Ammoniak oder Natron- 
lauge beschleunigt die Entfiirbung in hohem Grad. Hierbei voll- 
zieht sich indes eine Anderung der Farbe von Blau zu Blaugriin 
und Gelbgriin, ehe die vollstaéndige Entfiairbung stattfindet. 

Kine saure LOsung oder ein blauer Niederschlag in saurer 
Losung entfiirbt sich langsamer als eine neutrale Losung. 

Krystalle, die in einer Salzlésung aufbewahrt liegen, ent- 
fiirben sich nach einigen Tagen Sonnenbeleuchtung. In trockenem 
Zustand entfiirben sich die Krystalle sehr langsam. 

Vergleicht man die Angaben, die tiber die Einwirkung 
des Lichtes auf Phykocyan und Pykoerythrin gemacht worden 
sind, so diirfte sich ergeben, daB das Licht auf beide Farb- 
stoffe in gleicher Weise wirkt, daf% aber das Phykocyan fir Be- 
leuchtung empfindlicher ist als das Phykoerythrin. 


e) Kinwirkung von Warme. 


Wie beim Phykoerythrin gilt es auch beim Studium der 
Kinwirkung der Wiirme auf Phykocyan, Lésungen zu erhalten 
zu suchen, deren Reaktion wohl bekannt ist und deren Salz- 
gehalt man ungefihr kennt. 

Kine moglichst neutrale Phykocyanlisung, die 1°/o Am- 
moniumsulfat enthielt, zeigte bei Erhitzung auf 75° unvoll- 
stiindige Koagulation. Bei erneuter Erhitzung des Filtrates, 
nach dem Abfiltrieren des ersten Niederschlages, koagulierte 
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dieses bei 82° vollstiindig. Ein Zusatz von einem Tropfen 1°/oiger 
Essigsiiure zu etwa 2 ccm der oben erwiihnten Losung driickte 
die Koagulationstemperatur auf resp. 70 und 79° herunter. 
kin Zusatz von einem Tropfen 10°/ociger Essigsiiure zu dem 
cleichen Volumen derselben Losung!) driickte die Koagulations- 
temperatur auf 46—48° herab. Die Koagulation war vollstiindig. 

Nach einem Zusatz von einem Tropfen 0,2°/oiger Natrium- 
carbonatl6sung zu etwa 2 cem der obigen Loésung ergaben 
sich Koagulationstemperaturen von 58 und 73°, und nach 
Zusatz von 5d Tropfen zu einem gleich groben Volumen Loésung 
Koagulationstemperaturen von 53 und 65°. Die letzte Koa- 
culation war in beiden Fiillen praktisch vollstindig. 

Wird etwa 2 ccm dieser Lésung ein Tropfen 10°/oiges 
Ammoniak zugesetzt, so entsteht auch bei Kochtemperatur 
keine Koagulation. Auch Zusatz von etwas mehr Natrium- 
carbonat als bei den beiden oben angefiihrten Versuchen ver- 
hindert die Koagulation. 

Die Ursache fiir das Sinken der Koagulationstemperatur 
bei Zusatz von ein wenig Alkalicarbonat diirfte darin liegen, 
da sich die Phykocyanmolekiile bei Erhitzung durch die Alkali- 
wirkung in eine Eiweifi- und eine Farbenkomponente spalten, 
dai aber die alkalische Reaktion zu unbedeutend ist, um nach 
stattgefundener Spaltung bei Anwesenheit von Neutralsalzen 
die Koagulation der Eiweifkomponente zu hindern. — Eine 
moglichst salzfreie Losung, die 0,05°/o Natriumcarbonat enthielt, 
koagulierte beim Kochen nicht. Eine L6sung, die 0,01°/o Natrium- 
carbonat und etwa 0,5°/o Ammoniumsulfat enthielt, koagulierte 
bei D3 —59° und bei 67°, das letztere Mal vollstiindig. 

Hieraus ergibt sich also, dafi eine modglichst neutrale 
salzhaltige Phykocyanlésung bei Erhitzung auf 82° 
vollstindig koaguliert. Bei Zusatz von Séurespuren 
sinkt die Koagulationstemperatur, und zwar bei Zu- 
satz von soviel Essigsiure, als zum Nachweis von 
LiweiB mittels der gewOhnlichen Kochprobe notig ist, 
auf 46—48°. Zusatz von geringen Alkalimengen hin- 

‘) Kraftigere Phykocyanlisungen werden von dieser Menge Essig- 


sadure ohne Erhitzung gefallt. 
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dert die Koagulation, wenn die Loésung hinlianglich 
salzarm ist, hingegen findet diese statt, wenn Salz 
in hinreichender Menge vorhanden ist. Durch wei- 
teren Alkalizusatz wird die Koagulation auch bei An- 
wesenheit von Salz verhindert. 

Die Phykocyanlésungen verhalten sich also bei Erwiir- 
mung im ganzen wie Phykoerythrinl6dsungen, aber mit dem 
Unterschied, dafi die Koagulationstemperatur der ersteren durch- 
gehends niedriger ist als die der letzteren. Die oben erwiihnte 
Kigentiimlichkeit, daB eine kleine Alkalimenge die Koagulations- 
temperatur herabdriickt, fehlt indessen bei den Phykoerythrin- 
lOsungen, und dieses diirfte damit zusammenhingen, dal} sich 
die Eiweif- und Farbenkomponente des Phykoerythrins nicht 
so leicht spalten wie die des Phykocyans. 

Ks wurde friiher erwihnt, dali die Fluorescenz einer 
Phykoerythrinl6sung von 50—80° kontinuierlich abnimmt, aber 
bei Abktihlung zuriickkehrt. Das Phykocyan zeigt dieselbe Er- 
scheinung, aber die Fluorescenzabnahme beginnt bereits bei 40” 
und bei 55° ist die Fluorescenz bereits beinahe verschwunden. '} 
Indessen kehrt sie bei Abkiihlung zuriick. Nach Erhitzung auf 
60° kommt die Fluorescenz nur teilweise zurtick, nach Er- 
hitzung auf 65—70° ist sie definitiv verloren. Bei 60° beginnt 
auch die Farbe der Loésung selbst schwacher zu werden, bei 
70° macht sich diese Farbabnahme stark geltend. Indes ver- 
schwindet die Farbe beim Kochen nicht, wofern die urspriing- 
liche Loésung nicht allzu verdiinnt ist, bekommt aber oft, aut 
Grund von Anderungen in der Farbenkomponente, einen Stich 
ins Blaugriine (vgl. hiertiber weiter 5. 227). 


f) Einwirkung proteolytischer Enzyme. 


1. Pepsin. Wird ein Phykocyanniederschlag mit Pepsin- 
salzsiiure 24 Stunden lang (bei etwa 38°) digeriert, so lost 
sich der Niederschlag vollstindig. Die Farbe der Losung ist 


‘) Beim Studium der Fluorescenzverhiltnisse bei Erhitzung muf 
eine méglichst salzfreie Lisung verwendet werden, um die sonst beim 
Erhitzen eintretende Koagulation zu hindern. Eine vollkommen neutrale 
Phykocyanlésung fluoresciert nicht. 
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blau oder bei etwas stirkerer Konzentration blauviolett. Die 
Lésung kann mehrere Tage stehen, ohne dab sich die Farbe 
wiihrend dieser Zeit veriindert, und erst nach liingerer Zeit 
zeigt sich, daB die Farbe zerstOrt zu werden beginnt. 

Wird eine Phykocyanlésung nach Pepsindigestion mit 
Amylalkohol geschittelt, farbt sich dieser blauviolett, wiaihrend 
zwischen dem Wasser und dem Amylalkohol eine Farbenver- 
teilung eintritt. Wird hingegen eine salzsaure Phykocyanlésung 
vor der Pepsindigestion mit Amylalkohol geschiittelt, so ent- 
steht ein flockiger Niederschlag, und sowohl der Alkohol wie 
das Wasser werden farblos. 

Die Einwirkung des Pepsins auf Phykocyan ist also seiner 
Kinwirkung auf das Phykoerythrin ganz analog, und dieselben 
Schliisse, die aus der Pepsinwirkung beziiglich der Zusammen- 
setzung des Phykoerythrins gezogen wurden, kénnen auf Grund 
des obigen Digestionsversuches auch fiir das Phykocyan ge- 
zogen werden. Das Phykocyan diirfte, wie das Phykoerythrin, 
also unter den Proteinstoffen der Proteidgruppe angehdren und 
aus einer Eiweifi- und einer Farbenkomponente zusammen- 
gesetzt sein. Durch die Einwirkung des Pepsins wird die Eiweib- 
komponente zerstort, ohne da’ die Farbenkomponente ver- 
indert wird. Salzsiiurezusatz spaltet die beiden Komponenten 
voneinander, die Eiweifikomponente hilt aber die Farbenkom- 
ponente noch immer so stark adsorbiert, dab diese erst nach 
der Pepsindigestion mittels Amylalkohols herausgeschiittelt 
werden kann. 

2. Trypsin. Wird einer Phykocyanlésung Natriumearbonat 
bis 0,2°/o und hierauf etwas Trypsin zugesetzt, und wird die 
Losung dann bei etwa 38° 24 Stunden stehen gelassen, so 
zeigt es sich, daB die Farbe der LOsung violett geworden ist, 
und daB die relative Farbenstirke wesentlich abgenommen 
hat. Bei fortgesetzter Digestion nimmt die Stiirke der Farbe 
noch mehr ab, wihrend die Farbenqualitiét nach und nach in 
Blaugriin, Griin und Gelbgriin tbergeht. Schlieblich verschwindet 
die Farbe ganz. 

Nach den friiher gelieferten Angaben wiirde sich eine 
ebensu behandelte Phykoerythrinlésung in keiner Weise andern. 
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Die Kontroliproben zeigen indessen, dafi die oben erwiihnten 
Farbenverinderungen bei Trypsindigestion einer Phykocyanlésung 
nicht vom Trypsin verursacht werden, sondern eine Wirkung 
des Natriumearbonats sind. Die erwihnten Verinderungen treten 
niimlich auch bei Kontrollproben ein, die 0,2°/o Natriumear- 
bonat, aber kein Trypsin enthalten. Nur erfolgt hier die Farben- 
veriinderung etwas langsamer. Die LoOsungen, die 0,2°/o Natrium- 
carbonat enthalten, aber bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
werden, iindern ihre Farbe gar nicht, oder erst nach langerer Zeit. 

Phykocyanniederschlage losen sich bei Trypsindigestion 
auf: die Farbe der Loésungen ist zuerst violett, verindert sich 
aber bald in schwaches Blau, Blaugriin, Griin, Gelbgriin, um 
schlieblich ganz zu verschwinden. 

Beim Bericht tiber die Einwirkung des Trypsins auf Phyko- 
erythrin wurde der SchluB gezogen, dab das Trypsin nicht 
auf das Phykoerythrin selbst, wohl aber auf dessen Kiweil- 
komponente wirkt, nachdem diese in geeigneter Art von der 
Farbenkomponente gespalten worden ist. Die Einwirkung des 
Trypsins auf Phykocyan ist, wie mit Sicherheit angenommen 
werden darf, die gleiche. Die Phykocyanmolekiile sind indessen 
fiir Alkali so empfindlich, daB die Menge von Alkalicarbonat, 
die bei Trypsindigestion anwesend sein muf, ausreicht, um bei 
etwa 38° die Kiweif- und Farbenkomponente von _ einander 


zu spalten. 


g) Einwirkung von Séuren und Alkalien.') 


Wird zu etwa 2 cem Phykocyanlésung ein Tropfen 1°/o- 
iges Ammoniak hinzugesetzt, so nimmt die Fluorescenz stark 
ab und die Farbe der Lésung bekommt einen starken Stich 
ins Violette. Ein fernerer Zusatz von einem oder einigen Tropfen 
zerstort die Fluorescenz ganz und die Loésung wird violett. Die- 
selbe Veriinderung tritt bei Zusatz einer kleinen Menge Natron- 
lauge ein. Bei Zusatz von Natriumearbonat in hinlanglicher 


‘) Die Einwirkung geringerer Mengen von Séuren und Alkalien 
ist in dem Kapitel «Léslichkeits- und Fallbarkeitsverhaltnisse» behandelt 
worden (S. 216). Hier handelt es sich hauptsiichlich um die Einwirkung 
von Siiuren und Alkalien auf die Farbenkomponente des Phykocyans. 
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Menge kommt die gleiche Veriinderung zustande, wenigstens 
nachdem die Losung eine Weile gestanden hat. 

Diese Verinderungen beruhen meiner Meinung nach da- 
rauf, daBh die Spaltung des Phykocyans in eine Eiweib- und 
eine Farbenkomponente auch bei Anwesenheit geringer Mengen 
Alkali erfolgt. Nach dieser Spaltung wird die Farbe der L6- 
sung von ihrer freigewordenen Farbenkomponente bestimmt, 
die demnach in schwach alkalischer Losung violett wiire. Die 
relative Farbenstiirke wird bei der Spaltung der Phykocyan- 
molektile wesenlich herabgesetzt, und es zeigt sich, dab eine 
<chwache Phykocyanlosung bei Alkalizusatz so gut wie ganz 
entfiirbt wird. 

Auch wenn man die Lésung im Finstern aufbewahrt, 
wird die freigewordene Farbenkomponente bei Zusatz von Alkali 
recht rasch zerstdrt. Sie durchliiuft dabei die Farbenskala blau- 
violett, blau, blaugriin, griin, gelbgriin. Beginnt die Lodsung 
blaugrin zu werden, so bekommt sie auch eine’ braunrote 
luorescenz, welche in dem Mafe, wie die griine Farbe sich 
geltend macht, zunimmt. Wird eine, wenn auch verhiltnismibig 
kleine Menge Natronlauge zugesetzt, so verliiuft der erwihnte 
Farbenwechsel in nur wenigen Minuten, bleibt aber bei Griin 
mit einem schwachen Stich ins Blaue stehen. Die LOsung zeigt 
eine kraftige braunrote Fluorescenz. Nach einem oder einigen 
wenigen Tagen ist indes die Farbe so gut wie ganz verschwunden. 

Kine Phykocyanlésung, der einige Tropfen Natronlauge 
zugesetzt wurden, wird bei raschem Aufkochen griin. Nach 
der Abktihlung erscheint die oben erwiihnte braunrote Fluor- 
escenz. Bei Erwérmung bis zum Kochen verschwindet diese 
wieder, um bei Abkiihlung zuriickzukehren. Lift man die LOsung 
kochen, wenn auch nur eine verhiiltnismiébig kleine Weile, so 
kommt die Fluorescenz bei Abkthlung gar nicht oder nur in 
unbedeutendem Grade zuriick. 

LaBt man die Farbenkomponente die Farbenskala von 
Violett bis Griin etwas langsamer durchlaufen, nimmt die rela- 
live Stérke der Farbe kontinuierlich ab. Fiihrt man hingegen 
den Wechsel durch Zusatz einiger Tropfen Natronlauge und 
Kochen rasch herbei, so zeigt sich die griine Farbe relativ 
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stiirker, als die dazwischen liegenden Farbennuancen, erreicht 
aber nicht die relative Starke der urspriinglichen Losung. 

Wird ein Phykocyanniederschlag durch Digestion mit Pep- 
sin-Salzsiiure aufgelOst, so entsteht eine blau-blauviolette L6- 
sung (s. S. 224), deren Farbe meiner Meinung nach die Farbe 
der Farbenkomponente in saurer LOsung angibt. Wird die Lé- 
sung schwach alkalisch gemacht, so wird die Farbe violett. 

Die relative Farbenstiirke der Farbenkomponente ist in 
saurer LOsung bedeutend grdfer als in alkalischer, aber doch 
nicht so grof} wie die der urspriinglichen LOsung. 

Die Farbe der Farbenkomponente veriindert «sich beim 
Kochen in saurer Losung nicht und wird in direktem Sonnen- 
licht nur langsam zerstort. 

Wird eine Losung, die durch Alkalizusatz violett, blau, griin 
geworden ist, angesiuert, so entsteht ein blauer Niederschlag. 

Kin Phykocyanniederschlag ist beim Kochen in starker 
Salzsiiure iiuferst schwer l6slich, beinahe unldslich. Von kon- 
zentrierter Schwefelsiure hingegen wird er gelost und die Farbe 
der LOsung wird blau. Von Salpetersiure wird der Nieder- 
schlag, bei Zimmertemperatur langsam, beim Kochen schnell, 
erst rot und dann gelb. 

Im ganzen verhalten sich also Phykocyan und Phyko- 
erythrin bei Behandlung mit etwas stiérkeren Alkalien gleich. 
Aus beiden Farbstoffen entstehen Lésungen, die violett, blau- 
violett, blau, blaugriin sind, und bei hinreichend starker Ein- 
wirkung kommen griine LOsungen mit rotbrauner Fluorescenz 
zustande. Meiner Meinung nach deutet dies darauf hin, dab 
die Farbenkomponenten der beiden Farbstoffe in allem Wesent- 
lichen gleich zusammengesetzt sind. Beriicksichtigt man dann 
die vielen Ahnlichkeiten, die bereits friiher bei mehreren Ge- 
legenheiten hervorgehoben wurden, so mul} man, glaube ich, 
notwendigerweise zu dem Resultat kommen, dafi das Phyko- 
cyan und das Phykoerythrin zwei miteinander nahe verwandte 
Farbstoltfe sind. 

Das Phykocyan wird schon bei Gegenwart einer kleineren 
Alkalimenge gespalten, als das Phykoerythrin, seine Farben- 
komponente wird durch Licht schneller zerstért und bekommt 
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bei Alkalibehandlung leichter eine griine Farbe als die des Phyko- 
erythrins. Die Fluorescenz der griinen Lésung, die das Phyko- 
eyan ergibt, ist leichter zerstérbar als die Fluorescenz der 
eriinen LOsung, die man aus Phykoerythrin erhiilt; hier einige Un- 


= 
cleichheiten, die in diesem Zusammenhang Erwiihnung verdienen. 
h) Spektroskopische Untersuchung. 

Die spektroskopische Untersuchung des Phykocyans wurde 
in derselben Weise ausgefiihrt wie die entsprechende Unter- 
suchung beim Phykoerythrin, auf welche hier, was die Methode 
hetrifft, nur verwiesen zu werden braucht (s. den Bericht S. 221). 

Die relativen Extinktionskoeffizienten des Phykocyans er- 
geben sich aus Tabelle II. 

Auf Grund der obigen Extinktionskoeffizienten wurde die 


Kurve (Fig. 2) fiir das Absorptionsspektrum des Phykocyaiis 
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Fig. 2. Absorptionskurve einer Phykocyanlisung. 


Aus der Untersuchung ergibt sich also, dali das Phy- 
kocyan 2 Absorptionsbiinder hat, eines im Orange zwischen 





Tabelle II 


























Relative Relative Relative telative 
Skalenteile Wellenlingen Extinktions- ) Extinktions- Wollenlinee: Extinktions- | Extinktions- 
is | ee koeflizienten | Koeffizienten re ia kKoeffizienten — koeffizienten 
| fi aes 7 emer | _ einer jis is einer einer 
Instruments schwacheren | starkeren Instruments schwiicheren __ stirkeren 
Loésung Losung Losung Liésung 
DI—dD7 717—696 ~-- 0,040 79-—— 80 569—H65 | 0.387 0,929 
57—D)D8 | 696—687 ~~ 0.057 S0O— 81 965 —561 0.410 0.969 
5D8—HI 687--678 O0O51 0.085 81— 82 | 561—557 | 0.4.33 
59- 60 678—670 0.066 0107 S2— 8&3 597 —5d3 | 0.469 
60—6 670—663 0.082 0.138 83— &4 553 —)549 | 0.484 eed 
- 6 62 668—656 0,097 0.185 R4— 85 549 — 545 0.477 
‘a 62—63 16 —b649 0.145 0,260 85— &b6 d4)—)41 0.443 aa 
< 63—b64 649—642 0.214 O.419 S6— S&S d41--534 | 0.382 | 0).889 
= 64—G65 642 —636 O.314 0.618 88— 90 034—528 0).327 0.741 
— 65-—66 | 636—630 0.436 O.S80 GX) G2 DPR — HYP | 0.273 0.617 
= 66-67 |  6830—624 O,561 92— 94 O24f 0.538 
67-—68 624—618 0.641 ~~ Y4— 96 0.214 ().487 
68—69 b618S—613 0.664 — 96— 98 510 —d04 (0.194 0.442 
69—70 613 —607 O.6-40 ; 9X—100 504—498 0,172 O.591 
7O0—7 1 607—602 OO 100-—103 L98— 490 0.145 0.338 
71—72 602—597 O09 — 103— 106 (0 — 484 0.118 0.278 
12—73 097 —593 O.504 106—109 L84—478 0.095 ().295 
13a—74 D953 —58Y O.470 109—112 L78—472 0.070 0.184 
44—75 D8Y—adSd 0,440 112—115 (72 —466 0.050 0.154. 
i 79—76 dso— DS1 ObOD 0.961 115—118 (66 —460 0.127 
ae 76-77 981—577 O80 O.909 1148—121 60—454 0.105 
7i—78 97 ¢—3D73 0.359 OST? 121—124 tb -—44S 0.090 
—79) D7 3—dD6Y OST ORG 
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(. und D, das andere im Griin zwischen D und E. Das erstere 
ist bedeutend stiirker als das letztere. Das erste Band beginnt 
‘iuBerst schnell unmittelbar nach der C-Linie und erreicht ein 
Maximum zwischen \ = 618—613 uu. Nach einem Minimum 
bel A= 977—)73 uu tritt das zweite kleinere Maximum bet 
h = 5d3— 549 uu ein. 

Bei einem Vergleich zwischen dem Absorptionsspektrum 
der Phykocyanmodifikation, die oben fiir Ceramium rubrum 
beschrieben wurde, und denen der von Molisch (1906) niiher 
studierten Modifikationen bei einigen Cyanophyceen frappiert 
sofort, daB trotz vieler Detailabweichungen ein gemeinsamer 
Charakterzug vorhanden ist, niimlich ein stark markiertes Band 
zwischen C und D. Dieses band, méchte ich sagen, ist das, 
was alle Phykocyane yom spektroskopischen Gesichtspunkt 
aus charakterisiert. Aber auch beztiglich des Auftretens der 
iibrigen Bander kOnnen gewisse Regelmiibigkeiten beobachtet 
werden. So gibt es z. 4. Modifikationen, die zwischen D und 
Kk zwei Biinder haben, aber auch solehe, die nur ein Band 
haben. Indessen liegt dort, wo nur ein Band auttritt, dieses 
entweder niaher bei D oder niiher bei E und entspricht wahr- 
scheinlich einem der beiden Binder, die bei Modifikationen 
mit zwei Bindern zwischen D und E vorkommen. 

Das «<blaue Phykocyan» bei einer Osedlaria-Art zeigt 
nach Molisch (1906, Tafel 1) nur ein Absorptionsband zwischen 
)} und E, und zwar niher bei D. Ebenso verhilt sich das 
‘blauviolette Phykocyan» bei Oscillaria limosu Agardh. Das 
«violette Phykocyan» bei Scytonema Hofmanni Agardh und 
das Phykoeyan bei /e/tiyera canina L. haben dagegen_ beide 
zwei Biinder zwischen D und E. Nach meinen Untersuchungen 
zeigt das Phykocyan bei Ceramium rubrum nur ein Band 
zwischen D und E, welches dem niiher bei E liegenden ent- 
sprechen diirfte. Endabsorption in Rot oder das unbedeutend 
hervortretende Band um die C-Linie herum, wie es Molisch 
liir eine Anzahl Modifikationen nachgewiesen hat, fehlt bet 
dem Phykocyan von Ceramium rubrum.') 


‘) Da Molisch nur Wasserextrakte von Cyanophyceen, nicht reine 
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V. Bestimmung der Phykoerythrin- und Phykocyanmengen. 


Um von der Menge Phykoerythrin und Phykocyan, die 
aus einer bestimmten Algenmasse extrahiert wurde, eine Vor- 
stellung zu bekommen, wurden die auf S. 177 erwiihnten Lé- 
sungen A,—A, und B,—B, gemessen und hierauf von den 
gemessenen Extrakten ein kleineres Quantum, in dem die Menge 
der Farbstoffe nachher bestimmt wurde, weggenommen. 

Die zur Bestimmung abgemessenen kleineren Mengen 
wurden mittels der oben (S. 185) beschriebenen Methode von 
Verunreinigungen befreit, und die so erhaltenen Farbenlosungen 
durch Erhitzung bis zum Kochen koaguliert. Der Niederschlag 
wurde auf den Filter genommen, von Ammoniumsulfat durch 
Waschen mit warmem Wasser gereinigt, mit Alkohol und Ather 
behandelt, getrocknet und gewogen (vgl. 5. 208). 

Das Resultat zeigt die folgende Tabelle III. 


Tabelle II. 











Zur " ; 
; - arbstoff |. 
Nummer Extrak-' Volumen Bestimmung Ab . yg ‘ Summe 
der Farbstoff-| Fewosene 7 
des aS urspring- der 
des tions- menge Farbstoff- ‘tow 
| Extrakts  abgeteiltes | menge | pytrakt Farbstoffe 
Kxtrakts tage Volumen . 
(in ecm) (inecm) | (in g) (in °/o) | (in g) 
A, 7 4600 125 0,067 0,054 2,466 
- | 
A, 7 3700 170 | 0,072 0,042 | 1,567 
A, 15 3700 250 | 0,053 0,021 0,784 
| | wee 
A, 25 3700 500 ' 0.070 0,016 0.518 
Summe.. . 5,335 
B, 7 4900 | 150 | 0148) (0099 4,835 
B, 7 5000 200 | 0,098 | 0,049 | 2,450 
B, 1s | 3500 | 300 | 0,083 | 0,028 0,968 
B, 25 1750 500 | 0,144 | 0,029 0,504 
Summe.. . 8,757 


Farbenlisungen untersucht hat, ist vermutlich ein Teil seiner Detail- 


angaben nicht ganz verlaflich. 
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Die Algenmasse, aus der die LOsungen A,—A, extrahiert 
wurden, wog 6700 g. Hiervon waren vor der Wiigung 100 g 
zur Bestimmung der Trockensubstanz weggenommen worden. 
Diese war 16,4°/o. Einischerung ergab eine Aschemenge von 
1.5 %/o. Aschefreie Trockensubstanz also 11,9°/o und die Menge 
Trockensubstanz, aus welcher die LOsungen A,—A, extrahiert 
wurden, 797 ¢. Hieraus kann man berechnen, dal die Farben- 
menge 0.67°/o der aschefreien Trockensubstanz ausmachte. 

Die entsprechenden Zillern fiir Serie b waren: abgewogene 
Algenmenge 5150 g, ‘Trockensubstanz 14,8°/o, Aschemenge 
+.1°/o, aschefreie Trockensubstanz 10,7°/o = 550 ¢. Menge des 
Farbstoffes 1,59°/o der aschefreien ‘Trockensubstanz. 

Die relativ grobe Aschemenge iiber 25°/o des ‘Trocken- 
cewichts beruht auf den Verunreinigungen durch Diatomaceen, 
kleinere Mollusken und Crustaceen. Inder Asche wurden Natrium, 
Kalium, Calcium, Magnesium, Eisen, Chlor, Schwefel, Phosphor, 
sowle Spuren von brom und Jod nachgewiesen. 

Die Menge der Farbstoffe in der Versuchsreihe B war 
|.57°/o der aschefreien ‘Trockensubstanz, also mehr als doppelt 
so gros} als in der Reihe A, wo die entsprechende Zilfer 0,67 
war. Dieser Umstand diirfte sich so erkliiren, dab die Algen 
der Versuchsserie B einen Monat friiher (Anfang Miirz) ge- 
nommen wurden als die von Versuchsserie A. Anfangs Miirz 
hat Ceramium rubrum sein vegetatives Wachstum beinahe ab- 
seschlossen und geht zu der Ausbildung von Fortpflanzungs- 
organen Uber, und begreiflicherweise mui wohl die Entwicklung 
der Farbstoffe in dieser Zeit besonders reichlich sein, um spiiter, 
in dem Mali wie die Neubildung abnimmt, die Zerteilung aber 
zunimmt, geringer zu werden. Zu dieser Zerteilung triigt sicher 
die von Mirz bis April vergroberte Lichtstiirke bei. Zu Anfang 
Mai ist die Farbenstiirke bei Ceramium rubrum wesentlich 
herabgesetzt, und eine Extraktion hatte zu dieser Zeit sicher 
eine sehr geringe Ausbeute an Farbstoff ergeben. 

Ganz natiirlich sind die oben mitgeteilten Ziffern fiir die 
tarbenmenge in verschiedenen Hinsichten unsicher. Die wich- 
ligsten Ursachen dieser Unsicherheit mégen hervorgehoben 
werden. 
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Verluste an Farbenextrakt bei der ersten Seih- und Filtrier- 
prozedur und bei der Reinigung der Extramenge fiir die quanti- 
tative Bestimmung sind natiirlich unvermeidlich, aber durch 
Genauigkeit glaube ich diese soweit herabgesetzt zu haben, 
dafi sie keine praktische Rolle spielen. Die Menge Farbstoff, 
die nach der vierten Extraktion in der Algenmasse noch vor- 
handen ist, kann auf Grund der Ziffern fiir die verschiedenen 
Extrakte approximativ auf 0,3 g berechnet werden. Dieser 
Verlust wirkt indes erst auf die zweite Dezimale der Zahl 
ein, welche die prozentuelle Farbenstoffmenge der aschefreien 
Trockensubstanz angibt. 

Kine Garantie dafir, dai wirklich alle Verunreinigungen 
entfernt wurden, habe ich nicht. Daf wirklich alle Kohlen- 
hydrate entfernt wurden, konnte durch Molischs Probe er- 
wiesen werden. Moglicherweise nicht entfernte Mineralbestand- 
teile wurden durch Eindscherung bestimmt. Die Niederschliige 
aus A,, b, und B, waren aschefrei. b, enthielt 2 mg Asche, 
B, 3,5 mg: die Asche bestand in beiden Fallen hauptséchlich aus 
Kisenphosphat. Bei den oben erwihnten Ziffern fiir b, und B, 
wurden diese Aschemengen abgezogen. Die EKinéscherung von 
A,—A, wurde leider unterlassen. 

Moéglicherweise wurden zugleich mit den Farbstoffen auch 
andere Eiweifstoffe extrahiert, die dann bei den Reinigungs- 
fiillungen mitkamen und verursachten, dai zu hohe Werte 
herauskamen. Das Lecithin kann sich ebenso verhalten haben 
und die Phosphormenge, die sich nach der Einaéscherung von 
B, und B, vorfand, stammt vermutlich zum Teil von Lecithin- 
verunreinigungen. Die Angaben tiber die Farbstoffmengen in den 
Extrakten A,, A,, 6, und B, sind unsicherer als die in A,, A,, 
B, und B,. Dies beruht teils auf der langen Extraktionszeit 
zum Erhalten der Lésungen A,, A,, B, und B,, teils darauf, 
dal sich die Reinigung dieser LoOsungen durch Krystallisation 
speziell bei A, und B, recht schwierig zeigte. Auf Grund der 
zuletzt erwiihnten Umstiénde hatten sich also zu hohe Werte 
ergeben, was aber vielleicht dadurch aufgewogen wird, dal) 
ein Teil der Farbstoffe bei der Extraktion nicht mitkam. 

Die quantitative Bestimmung, tiber welche nun berichtet 
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wurde, gilt der Summe der beiden Farbstoffe. Um indessen 
eine Vorstellung von dem Verhiiltnis der Phykocyan- zur Phyko- 
erythrinmenge zu gewinnen, habe ich alles Phykocyan, das 
sich aus der Serie Bb ergab, gesammelt und dann dessen Ge- 
wicht bestimmt. Zuletzt ergab sich eine reine Phykocyan- 
ljsung von 280 ccm. Hiervon wurden 30 ecm weggenommen, 
in welcher Menge das Phykocyan durch Erhitzung bis zum 
Kochen gefallt wurde. Nach gehorigem Waschen und Trocknen 
wurde der Niederschlag gewogen. Gewicht 0,075 g. Nach Kin- 
iischerung Kein Rest. Hieraus kann man die ganze Phyko- 
cvanmenge auf 0,700 g berechnen. 

Berechnet man die Phykocyanmenge, die bei den gemein- 
samen Bestimmungen anwesend war, nebst der durch den 
Reinigungsprozef verloren gegangenen auf etwa 15°/o der Phyko- 
cyanmenge, die sich schlieblich rein ergab, wire also die ganze 
Phykocyanmenge der Serie B etwa 0,8 g. Die gemeinsame 
Menge Phykoerythrin und Phykocyan war 8,757 g. Es wiiren 
also etwa 8 g Phykoerythrin und 0,8 g Phykocyan dagewesen; 
d. h. die Phykocyanmenge war etwa 10°/o der Phykoerythrin- 
menge. 

In der Serie A konnte ich keine Bestimmung der Phykocyan- 
menge vornehmen, sie war indes im Verhiltnis zur Phyko- 
erythrinmenge entschieden kleiner als in der Serie B. 


VI. Zusammenfassender Vergleich zwischen Phykoerythrin und 
Phykocyan. 


In der obigen Darstellung wurde mehrfach hervorgehoben, 
daB das Phykocyan und das Phykoerythrin in vielen wesent- 
lichen Eigenschaften miteinander iibereinstimmen. Die wich- 
tigeren davon mogen hier in Ktirze zusammengefalt werden. 

1. Beide sind Proteinstoffe, die der Proteidgruppe ange- 
horen; sie sind aus einer Eiweif- und einer Farbenkompo- 
nente zusammengesetzt. 

2. Beide sind in reinem Wasser unloslich, loOsen sich 
aber bei Zusatz einer ganz kleinen Alkalimenge oder eines 
Neutralsalzes auf und zeigen im ganzen die LOoslichkeits- und 
Fiillbarkeitsverhaltnisse der Globuline. 

16* 
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3. Beim Kochen oder bei Zusatz einer geeigneten Menge 
von Siuren oder Alkalien spaltet sich die Eiweibkomponente 
von der Farbenkomponente. 

t. Bet Alkalibehandlung ergibt sich eine griine Losung 
mit braunroter Fluorescenz. 

Diese Kigenschaften betrachte ich als so grundlegend 
wesentlich, dali sie meiner Ansicht nach klar beweisen, daf 
das Phykoerythrin und das Phykocyan zwei miteinander nahe 
verwandie Farbstoffe sind und man sie passend zu einer ge- 
meinsamen Gruppe zusammenfassen kann, fiir welche ich den 
Namen Phykochromoproteide vorschlage. 

Die zu dieser Gruppe gehorigen Stoffe zeigen in ihrer 
Zusammensetzung Analogien mit den Hiimoglobinen, von denen 
sie sich jedoch dadurch unterscheiden, dab ihre Farbenkom- 
ponente kein Metall enthiilt, die der Hiimoglobine hingegen 
Eisen. 

Was die Phykochromoproteide ferner charakterisiert, is! 
meiner Ansicht nach, dab sie die LOslichkeits- und Fiillbarkeits- 
verhiiltnisse der Globuline zeigen und daB sie bei Alkalibe- 
handlung griine LOsungen mit braunroter Fluorescenz ergeben. 

Die Phykochromoproteide umfassen 2 Gruppen von Farb- 
stoffen, niimlich die Phykoerythrine und die Phykocyane. 

Dal es mehrere spektroskopisch und krystallographisch 
verschiedene Phykocyanmodifikationen gibt, hat schon Molisch 
(1906) erwiesen. Derselbe Gelehrte hat auch (1906, S. 812) die 
Vermutung ausgesprochen, dab es auch verschiedene Phyko- 
ervthrinmodifikationen gebe, und geht man die Angaben, die 
sich schon jetzt in der Literatur iiber das Phykoerythrin fin- 
den, genau durch, so findet man vieles, was fiir diese Aul- 
fassung Molischs spricht, wenn auch nirgends beweise vor- 
liegen. Zugleich mit Ceramium rubrum habe ich indes auch 
eine Anzahl anderer Florideen untersucht und dabei gefunden, 
dal sich Molischs Vermutung, es gebe verschiedene Phyko- 
erythrine, bestitigt. Die Beweise hierfiir kann ich hier nicht 
behandeln, holfe sie aber in einer spiiteren Arbeit vorlegen 


zu konnen. 
Schon Kiitzing (1843, S. 23) hat darauf aufmerksam 
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gemacht, dab das Phykoerythrin und das Phykocyan in ihrem 
chemischen Verhalten groBe Ahnlichkeit miteinander zeigen, 
Auch Nadson (1892, S. 515 und 1893, S. 12) zeigt Ahnlich- 
keiten zwischen den beiden Farbstoffen auf und vereinigt sie 
mit den rot-gelben Farbstoffen einiger Schwiimme ( [ussuli- 
Arten und Amanita muscaria) zu einer gemeinsamen Gruppe 
unter dem Namen Hydrochromen, da er aber keine reinen 
Losungen der beiden Farbstoffe zur Verfiigung hatte, konnte 
er die entscheidenden Beweise ftir die Verwandtschaft der 
heiden Stoffe nicht liefern. -- Uber die vermutete Verwandt- 
schaft mit den Farbstolfen der erwéhnten Schwimme_ kann 
ich mich jetzt nicht iéiubern. 

Es ist unmoéglich, bei der jetzigen Kenntnis der Phyko- 
erythrine und Phykocyane sichere Unterschiede zwischen diesen 
Stoffen anzugeben, und ich halte es fiir recht wahrscheinlich, 
dafi kommende Untersuchungen zeigen werden, dal} sie durch 
eine Mittelstellung einnehmende Stoffe miteinander verbunden 
sind. Als Unterschiede moégen indes, soweit sich bis jetzt ur- 
teilen liibt, die folgenden hervorgehoben werden: die Farbe der 
Phykocyane ist blau mit einem Stich ins Grine oder Violette, 
ihre Fluorescenz ist mehr oder weniger kKarminrot, oder sie 
enthilt wenigstens eine rote Farbennuance; die Farbe der 
Phykoerythrine ist rot und ihre Fluorescenz orangegelb. 
EKinige entbehren vermutlich der Fluorescenz. 

Vom spektroskopischen Gesichtspunkt legen wahrschein- 
lich bedeutende Unterschiede vor, die aber bei unserer gegen- 
wirtigen Kenntnis nicht einmal andeutungsweise angegeben 
werden kénnen. Indessen ist es modglich, dah das 5S. 251 er- 
wiihnte Absorptionsband zwischen C und D sich als allen Phyko- 
cyanen gemeinsam herausstellen wird. 
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Uber die Zusammensetzung der Nucleinsdure aus Hefe. 


Von 
Katharina Kowalevsky. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, September 1910.) 


Nach der Entdeckung des Nucleins resp. der echten Nu- 
cleinsiiure in den Kernen der Leukocyten durch Miescher! 
hatte man sofort die neuen Untersuchungsmethoden auf die 
Hefe ibertragen, deren hoher Phosphorgehalt schon seit langem 
bekannt war und die Gegenwart eines nucleiniéhnlichen Kor- 
pers vermuten lieb. Ks wurde denn auch zuerst von Hoppe- 
Seyler?) konstatiert, daB sich aus der Hefe ein phosphor- 
haltiger KoOrper isolieren lie}, der sich in sehr vielen Bezie- 
hungen wie das Nuclein aus Eiter verhielt. Kossel,*) der die 
Untersuchungen Hoppe-Seylers weiterftihrte, konnte die Nu- 
cleinsiiure aus der Hefe in mehreren Arbeiten genauer charak- 
terisieren und hat schon betont, dai die Hefenucleinsiiure unter 
den verschiedenen Substanzen der Nucleinséiuregruppe eine be- 
sondere Stellung einniihme, weil sich aus ihr mit Leichtigkeit 
ein reduzierendes Kohlenhydrat darstellen lief, das aus den 
damals bekannten Nucleinsiiuren tierischen Ursprungs— nicht 
gewonnen werden konnte. Hierbei handelte es sich um eine 
Pentose und eine nur locker gebundene Hexose. 

Nachdem nun durch die Untersuchungen Steudels*) Klar- 
heit iiber den Aufbau der echten Nucleinséure tierischen Ur- 
sprungs geschaffen worden war, lag es nahe, die neuen Me- 
thoden und Uberlegungen auch auf die Nucleinsiiure aus Hefe 


') Med. chem. Untersuchungen von Hoppe-Seyler, Heft 4, 8, 452 
*) Med. chem. Untersuchungen von Hoppe-Seyler, Heft 4, 5. 500 


Diese Zeitschrift. Bd. II] S. 284: Bd. IV. S. 290. Archiv fi 
[Anat. u.} Physiol., 1893, S. 157. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 406; Bd. LIL S. 14. 
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anzuwenden und zu versuchen, ob man hier auch zu einem 
iihnlichen bilde wiirde gelangen kénnen, wie wir es uns jetzt 
von der echten Nucleinsiure machen kénnen. Die sorgfiiltigen 
Besummungen der Elementarzusammensetzung allein, wie sie 
von Herlant') und Boos?) unternommen wurden, haben uns 
in der Erkenntnis der Hefenucleinsaiure nicht weiter gefiihrt : 
sie haben. wie die gleichen Untersuchungen an der ‘Thymus- 
resp. Lachsnucleinsiiure von Schmiedeberg, nur allzu deutlich 
bewlesen, dab selbst mit der allergréBten Miihe eine Reindar- 
stellung der Substanzen fast unmoglich ist. Eine priiparative 
Darstellung von Nucleinsiiure nach Herlant oder Boos fiir 
grObere Spaltungsversuche ist natiirlich ausgeschlossen. Dab 
man dagegen die Anschauungen Steudels mit Erfolg auf die 
Hefenucleinsiiure tibertragen kann, beweist eine Arbeit Leve- 
nes,°) auf die bei Besprechung der Resultate dieser Arbeit 
noch einmal zuriickzukommen sein wird. 

Die niichste Aufgabe bestand nun in der Beschaffung des 
notigen Untersuchungsmaterials. 

Da die Methoden von Herlant und Boos sich im groben 
Stil nicht anwenden lieben, so habe ich zunichst die Priipa- 
rate, die man bei Anwendung der von Altmann‘) und Neu- 
mann’) angegebenen Verfahren bekommt, auf ihren P- und 
N\-Gehalt untersucht. um ein Urteil tiber die Reinheit der er- 
haltenen Substanzen zu haben. Gleichzeitig wurden kleine Mo- 
difikationen versucht, um die Arbeit bequemer und die Aus- 
beuten womdglich besser zu gestallen. Als Ausgangsmaterial 
diente mir entweder frische Hefe, die eiskalt aus einer hiesigen 
eroBen Brauerei bezogen wurde, oder frische Prefbhefe, die mir 
in zuvorkommendster Weise vom Institut fiir Giirungsgewerbe®) 
zur Verfiigung gestellt wurde. 


1) Arch. f. exp. Path., Bd. XLIV, 5. 158. 

2) Arch. f. exp. Path., Bd. LV, S. 16. 

*) Biochemische Zeitschrift, Bd. XVII, S. 123. 

*) Arch. f. [Anat. u.| Physiol, 1889, S. 526. 

5) Arch. f. {Anat. u.} Physiol., 1898, 8. 374, 1899, 5. 552, Sppltband. 
*) Herrn Professor Dr. Schénfeld méchte ich auch an dieser Stelle 


meinen besten Dank fiir die Uberlassung der Hefe aussprechen 
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1. Darstellung von Hefenucleinsaure nach Altmann. 


|. 3000 cem frischer Hefebrei wurde in der Kosselschen 
Zentrifuge ausgeschleudert, die Fliissigkeit abgegossen und der 
tiickstand mit 9000 cem Wasser angeriihrt, dann 300 g NaOH 
in 790 ccm Wasser hinzugesetzt und die Fliissigkeit jetzt in 
2 Teile geteilt. 

Die eine Hilfte (A) wurde 24 Stunden stehen gelassen, 
die andere (B) wiihrend 15 Minuten gut umgeriihrt, mit 200 eem 
HCl (1,19 spez. Gew.) versetzt und soviel Essigsaure zugesetzt, 
bis die Reaktion stark sauer auf Lackmuspapier war, gut ge- 
mischt und 24 Stunden stehen gelassen. Nach 24 Stunden 
wurde die Fliissigkeit abgegossen, der Niederschlag abzentri- 
fugiert und die vereinten LOsungen wurden mit HCI, bis ein 
nicht verschwindender Niederschlag entstand, versetzt und noch 
aufd800 cem Fliissigkeit 40 eem Salzséure (1,19) zugesetzt, so dal 
der Gehalt der Salzsaure gleich 2,5 auf 1000 wurde. Die saure 
Fliissigkeit wird jetzt mit dem gleichen Volumen 96 °igen Alkohols 
+ 2,5°%loo Salzsiure ausgefallt (6000 com Wasser +- 40 ccm 
Salzsiiure) und bis zum folgenden Tage stehen gelassen. 

Der Niederschlag, in Wasser unter Zusatz von NaOH ge- 
lost, wird vom Ungelésten abzentrifugiert, mit Essigséure an- 
gesiiuert, wieder vom Niederschlag abzentrifugiert und das 
Filtrat mit dem gleichen Volumen salzséurehaltigen Alkohols 
(3: 1000) gefillt, im ganzen 1000 ccm Fliissigkeit. 

Am folgenden Tage wird die F'liissigkeit vom Niederschlag 
abgegossen, der Niederschlag durch Dekantieren zuerst mit 
50°/oigem Alkohol -- (3 : 1000) Salzséure, dann mit 96°igem 
Alkohol gewaschen, abgesaugt, mit 99°igem Alkohol getrocknet, 
wieder abgesaugt, mit Ather gewaschen und an der Luft ge- 
trocknet. Ausbeute 28,8 g. 

Fiir die Stickstoffbestimmung wurde die Substanz bei 80° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

g sattigen, nach Kjeldahl verascht, 21,5 ccm ®/10-H,SO, 
= 12,12 %o N. 


0.2491 


f sattigen, nach Kjeldahl verascht, 19,2 ccm /10-H,SO, 
12,21 0 N. 
Mittel: 12,17°/o N. 


0.2200 


a) 
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Fiir die Phosphorbestimmungen wurde die bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknete Substanz mit Soda und Salpeter 
verbrannt, mit Ammoniummolybdat gefillt, der Niederschlag 
in NH,-haltigem Wasser geldst, mit Mg-Mischung gefallt und 
als Mg,P,O, gewogen. 

0,2369 g Substanz geben 90,0955 g Mg,P,0, = 11,21°%o P. 

0,2183 » . » 0.0865 » > = 11,07°/o >» 

Mittel: 11,14 °%o P. 


Die erhaltene Nucleinsiure enthiilt also 12,17°/o Stick- 
stoff und 11,14°/o Phosphor. Die Nucleinséure wurde mit 
Fehlingscher Lésung gekocht, keine Reduktion. Eine kleine 
Menge der Nucleinsiure wird mit 5°/oiger H,SO, versetzt und 
wihrend einer halben Stunde im Wasserbade erhitzt; die neutra- 
lisierte Lésung wird mit Fehlingscher Liésung gekocht: es ent- 
steht eine weife Fiillung der Kupferoxydulverbindungen von den 
Purinkorpern und allmihlich eine roétliche Fiéllung von Cu,O. 

Die erste Hilfte (A) der Fliissigkeit dieses Versuchs, die 
erst nach 24stiindigem Stehen in alkalischer Lésung in Arbeit 
genommen wurde, wird ebenso behandelt wie die vorige. Aus- 
beute 14 g. Die Substanz enthilt aber nur 3,13°/o N und 
8,79%o P. 


05216 g verbrauchen 11,2 cem '/10-n-H,SO, = 3,00°0 N (Kjeldahl). 
0,3084 » > 7,0 > ‘ = 317% » . 
0.3650 » > 84 » » =e BIG*e » > 
0.4037 » > 91 >» , = 3.22% » , 


Mittel: 3,13 °/o N. 
0.2520 g Substanz geben nach der Veraschung mit Soda und Salpeter 
0,0792 g Mg,P,0, = 8,74°%o P. 
0,2312 g Substanz geben 0,0735 g Mg,P,0, = 8,85 °/o P. 
Mittel: 8,79%o P. 

I]. 1023 ¢ frische Prefhefe werden mit 8000 ccm Wasser gut 
vermischt, 201 g NaOH in 500 ccm Wasser zugesetzt und 5 Mi- 
nuten mit einem Glasstab geriihrt. Dann wird die Fliissigkeit in 2 
Teile geteilt und die eine Hilfte wie oben bei dem frischen 
Hefebrei sofort nach Altmann weiterverarbeitet. Ausbeute 
aus 512 g Prefbhefe 9,2 g. Fir N-Bestimmungen wird die 
Substanz bis zu konstantem Gewicht getrocknet. 
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0,2300 ¢ Substanz verbrauchen 20,5 ccm '10-n-H,SO, = 12,50°/o N(Kjeldah! 


OP2525 2 22.5 » » 12,50 °%o » » 


P-Bestimmungen: 
0.1653 g¢ Substanz geben 0,0543 g Mg,P,0, 9,16 %o P. 
0.2200 >» 0,0727> >» = 9,20% 
Mittel: 9,18 °/o 

Die erhaltene Substanz enthalt 12,50°/o N und 9,18°/o P. 
sie reduziert Fehlingsche LOsung nur nach dem Erwiarmen 
mit 5°/oiger H,SO,. 

Die andere Hiilfte wurde vor dem Zusatz des salzsauren 
96° /oigen Alkohols mit Soda genau neutralisiert und bis auf 500 eem 
eingedampft, die eingedampfte stark braun gefiirbte Fliissigkeit 
wurde mit Salzsiure bis zum Entstehen einer starken Triibung 
versetzt und mit dem gleichen Volumen 96°/oigen Alkohols 
+- 3 oo HCI] gefillt. Am folgenden Tage wurde die Fliissig- 
keit von dem Niederschlag abgegossen, der Niederschlag mit 
96°,/o1igem Alkohol durch Dekantieren gewaschen, abgesaugt, 
mit 99°/oigem Alkohol getrocknet, abgesaugt, mit Ather ge- 
waschen, gewogen. Ausbeute 6 g. 

Die Substanz enthilt 12,85°%/o Stickstoff und 9,44° 
Phosphor. 

\-Bestimmungen: 
0.2750 ¢ Substanz verbrauchen 25,2 ccm '/10-n-H,SO, == 12,82 °o N 
0.2200 2(),2 == 12.85 °/o 
Mittel: 12,83° 0 N, 
P-Bestimmung: 

Die eisitend ecleaciians arnere » Fehlingsehe Lo- 
sung erst nach dem Kochen mit 5°/oiger H,5¢ 

Il. 2285 g frische Prefbhefe -- 8000 ccm und 
610 cem 33°/oiger NaOH wiihrend 5 Minuten gut gemischt und 
genau nach Altmann verarbeitet, Ausbeute 31 g. 

Die Substanz enthilt 11,59°/o N und 10,33°/o P. 

0.1385 g verbrauchen 11,5 cem '/1o-n-H,SO, == 11,62°/o N. 

QO.2130 » 17,6 » » 11,56 ° 

Mittel: 11,59 °/o 


P-Bestimmungen: 
0.2420 g¢ Substanz geben 0,0890 g Mg,P,0, = 10,23 %o P. 
O.2158 » > 0.0810 >» ; = 10.44% 
Mittel: 10,53 °/o. 
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Die Substanz reduziert ebenfalls Fehlingsche Lésung 
nur nach dem Kochen mit H,SQ,. 


2. Darstellung von Hefenucleinséure nach Neumann. 

1000 g derselben Prebhefe -- 4000 cem Wasser +- 200 cem 
33°/oige NaOH + 400 g Natriumacetat gut gemischt werden 
in einem Kolben in kochendem Wasserbade wiihrend 50 Minuten 
erhitzt, der grébte Teil wird dabei mit dunkelbrauner Farbe 
celost. Nach der Neutralisation durch Zusatz von 150 ccm 
50°/oiger Essigsiiure wird die Fltissigkeit auf 1000 ccm einge- 
dampft, der Niederschlag abzentrifugiert und zu der klaren 
Fliissigkeit ein gleiches Volumen Alkohol (96°%/oig) zugesetzt. 
Nach dem Absitzen des Niederschlags wird die Fliissigkeit ab- 
gegossen: es bleibt eine ziihe Masse, die bei weiterem Aus- 
wasehen und Zerreiben mit 96°%igem Alkohol pulverig wird 
und sich absaugen liibt. Der so erhaltene Niederschlag wurde 
in 200 ecm Wasser gel6st und auf dem Wasserbade so lange 
erwirmt, bis sich am Boden des Glases ein Niederschlag ab- 
setzt. Das Filtrat von diesem Niederschlag wurde wieder mit 
Alkohol gefallt, der erhaltene Niederschlag mit 96°/oigem Al- 
kohol gewaschen, mit 99°igem Alkohol getrocknet, mit Ather 
sewaschen und getrocknet. Die Ausbeute betriigt 17 g. 

Die Substanz enthilt 8,64°/o Stickstoff und 2,70°/o P. 

Die in Wasser geloste Substanz gibt nach Zusatz von 
fehlingscher Lésung eine voluminése Fiillung. 

Diese Fiillung enthalt wahrscheinlich das von Salkowski!) 
beschriebene Hefegummi. 

Sie gab nach der Veraschung nur einen geringen Nieder- 
schlag mit molybdiinsaurem Ammoniak und reduzierte nach 
der Hydrolyse mit 5°/oiger H,SO, stark Fehlingsche Loésung. 


Simtliche Substanzen geben beim Auflésen in Natron- 
lauge nach Zusatz von CuSO, keine Biuretreaktion. 

Stellt man die erhaltenen Resultate zusammen, so ergibt 
sich folgende Ubersicht: 

') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, 8S. 497 u. 925. — Oshima, 
Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 42. — Meigen u. Spreng, Diese Zeit- 
schrift, Bd. LV, S. 40. 
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1500 ccm 28,8 g = 19,2 °%/o; 12,17! 11,14 
Frische Prehhefe nach 9985 g (31,0> = 13,6 °/o 11,59 10,33 
‘ Alt- | 512, 92» = 17,9%; 1250) 918 


mann 


Frischer Hefebrei 


» 


’ . 512 » 6,0 » = 11,7 °/o} 12,38) 9,44 
eingeengt 


Mittel . . . 12.32 10.02 





Frischer Hefebrei 24 Std. mit 


NaOH behandelt, dann nach 1500 ccm 14 g 3,13; 8,79 
Altmann verarbeitet 

Nes cose > ro \ far ; . Ta a | » p= 

Frische Prefthefe nach Neu 1000 ¢ 17 > | 864) 2.70 
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Aus dieser Ubersicht geht mit Klarheit hervor, daB sich 
die Neumannsche Methode zur Darstellung einer reinen Nuclein- 
siiure aus der Hefe nicht eignet, so zweckmiabig sie auch fiir 
die Darstellung der Nucleinséiure aus der Thymusdriise ist. Hier 
wird das Hefegummi immer mitgefallt werden, das dieselben 
Loslichkeitsverhiiltnisse besitzt. Aber auch nach der Methode 
von Altmann bekommt man, wenn man die Hefe zu lange 
der Einwirkung des Alkalis tiberliBt, keine reinen Nucleinsaure- 
priiparate, wie sich besonders in dem niedrigen Stickstoffwert 
von 3,15°/o zu erkennen gibt. Dagegen zeigen die ibrigen 
Zahlen eine anniihernde Ubereinstimmung, aber selbst das Ein- 
dampfen der groBen Fliissigkeitsmengen, das eine Ersparnis an 
Alkohol bringen sollte, hat keinen Einfluf auf die Erhohung 
der Ausbeute. 

Nach diesen Befunden ist es also das zweckmiifigste, an 
der alten, von Altmann angegebenen Darstellungsmethode 
festzuhalten. 

Vergleicht man nun die hier von mir gefundenen Analysen- 
zahlen, die unter sich ja eine ziemlich befriedigende Uberein- 
stimmung zeigen, so kénnte man meinen, dai sie der wahre 
Ausdruck fiir die Zusammensetzung der Hefenucleinsiéure seien, 
besonders wenn man sich die von Altmann?) und auch von 


') Arch. f. [Anat. u.}] Physiol., 1889, S. 526. 








Uber die Zusammensetzung der Nucleinsiiure aus Hefe. 247 
anderen geiuferte Anschauung zu eigen macht, dai gerade 
die Praparate mit den hdchsten Phosphorwerten am wenigsten 
zersetzt seien. Wir werden aber spiiter bei Besprechung der 
Spaltungsversuche sehen, dafi der hohe Phosphor- und relativ 
niedrige Stickstoffgehalt dieser Priiparate wahrscheinlich auf 
eine durch die Salzsiiurewirkung verursachte Abspaltung von 
stickstoffhaltigen Korpern aus dem Molekiil der Nucleinsiiure 
zurickzuftihren ist. Meine Zahlen stimmen iibrigens anniihernd 
mit den von anderen Untersuchern der Hefenucleinsiiure gefun- 
denen P- und N-Werten iiberein. 














Herlant') B ad Levene Mattel 
008") memel 
a) b) a) 3) b) 4) Analysen 
P % 8,73 | 9,66 10,31 8.6 | = 8938 10,02 
N %o 13,80 | 15,27 16,84 15,21 | 17,89 12,32 











(Berechnet auf Cu-freie Substanz.) 


Eine Darstellung von Hefenucleinsiure im Grofen aber 
nach der Methode von Altmann war im Laboratorium mit 
groben Schwierigkeiten verbunden, ganz abgesehen davon, dab 
die zum SchluB erhaltenen Priiparate wahrscheinlich noch mehr 
durch die Reagenzien alteriert worden wiren wie die Priparte, 
die ich bei der Verarbeitung relativ kleiner Mengen erhalten hatte. 
Kine Inangriffnahme quantitativer Spaltungsversuche wurde daher 
bedeutend dadurch erleichtert, daB mir die Firma C. F. Boeh- 
ringer und Sohne in Mannheim-Waldhof®) ein grofBes Quantum 
Hefenucleinsiiure zur Verfiigung stellte. Die Substanz war aus 
sewaschener und entfetteter Bierhefe im wesentlichen nach der 
Methode von Altmann hergestellt und stellte ein feines weibes 
staubendes Pulver dar, das sich vollkommen farblos in Wasser 
auflost. Es gab die Biuretreaktion nur spurenhaft. 


') Arch. f. exp. Path., Bd. XLIV, S. 158. 

*) Arch. f. exp. Path., Bd. LV, S. 16. 

3) Biochem. Zeitschr., Bd. XVII, S. 123. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 548. 

°) Der chemischen Fabrik C. F. Boehringer u. Séhne in Mann- 
heim spreche ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank fiir ihr freund- 
liches Entgegenkommen aus. 
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Bei der Analyse des bis zur Gewichtskonstanz getrock- 
neten Priiparates wurde ein Gehalt von 16,16°/o N und 8,65° 5 P 
gefunden, also weniger P und mehr N, wie in den von mir 
dargestellten Priiparaten. Wir werden aber, wie schon oben 
erwiihnt ist, spiiter sehen, dafi diesen letzten Zahlen jedenfalls 
der Vorzug zu geben ist. 

Spaltungsversuche mit Hefenucleinsiure. 

Ks wurde nun zuniichst die nach Altmann von mir 
dargestelite Nucleinsiiure aus den verschiedenen Versuchen ver- 
eint, soda ein Priiparat erhalten wurde, das 12,27°/o N und 
10,02°/o P enthielt. 

|. Hiervon wurden 10 g mit Salpetersiure (10 cem HNO, 
spez. Gew. 1,4 +- 10 ccm H,O) tibergossen und fortgestelit; 
da die Nucleinsiiure mit dieser Menge Salpetersiiure einen dicken 
Sirup bildete, der auch nach mehrtiigigem Stehen nichts Krysta!- 
linisches absetzte, wurden nach einiger Zeit noch 5 ccm HNO, 
spezifisches Gewicht 1,4 -+ 5 ccm H,O hinzugesetzt. Dann fing 
in der klaren, hellgelben, viskésen Fliissigkeit allmiihlich eine 
Krystallisation an; nach 89 Tagen wurden die Krystalle abge- 
trennt. Die Flissigkeit war noch immer sehr ziihe, sodab die 
Filtration nur diuberst langsam vor sich ging. 

Der Niederschlag wurde mit 10°/oiger HNO,, Alkohol und 
Ather gewaschen und gewogen, 1,5980 g. Die Lésung des 
Niederschlages in Wasser fiirbte sich beim Zusatz von NH, 
orangegelb und der ausgeschiedene Niederschlag von Guanin 
war auch gelb gefiirbt. 

Erhalten Guanin 0.3440 ¢ mit 45,99°/o N. Berechnet: 
16,36 °/o0 N. 

Das ammoniakalische Filtrat vom Guanin wurde auf Adenin 
verarbeilet und erhalten Adeninpikrat 1,3620 g vom Schmelz- 
punkt 278—2s80° unkorr. 

Das Filtrat von Adeninpikrat wurde von Pikrinsaure be- 
freit und auf Nanthin- und Hypoxanthin verarbeitet. 

Das Filtrat von den auskrystallisierten Nitraten wurde 
mit 400—dS00 cem H,O versetzt und bei 40—50° zur Entfer- 
nung des gr6éBten Teils der Salpetersiiure bis auf 50 ccm ein- 
vedampft, mit NH, versetzt — starke orange Fiirbung und ein 
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weiber Niederschlag, der bei der weiteren Untersuchung, als Cal- 
ciumphosphat erkannt wurde. Der Niederschlag wog lufttrocken 
0,598 g und enthielt 13,73°/o Ca. 0,078 g gaben 0,015 g CaO. 
Das Filtrat hiervon zusammen mit dem Filtrate von Adenin- 
pikrat wurde mit ammoniakalischer Silberlésung ausgefiillt, der 
Niederschlag gewaschen, mit HCl zersetzt und die Chloride 
auf Xanthin und Hypoxanthin verarbeitet und erhalten: Xanthin 
0.1730 g mit 36,98°/o N. Verlangt: 56,85°/o N. Hypoxanthin- 
chlorid 0,2460 g mit 29,39°/o N. Verlangt: 29,38 °/o N. Aus dem 
filtrate von Hypoxanthinchlorid konnten noch 0,1530 g¢ Hypo- 
xanthinpikrat isoliert werden. 
Ks wurde gefunden: Guanin und Adeninnitrate 1,5980 g 
in 9,402, mithin in 10g = 1,7000 g. 
In 9,402 g der Nucleinsiiure wurden gefunden: 
Guanin aus Nitrat 0.3440 g 
Guanin als Xanthin = 0,1719 
QO,5159 g. 
Im ganzen wurden also in diesem Versuch wiedergefunden: 


Guanin aus Nitrat 0.3440 ¢g 
-+- Guanin als Xanthin 0,1719 » 
0.5159 g. 

Adenin aus Pikrat 0,5051 
als Hypoxanthin 0,2312 » 


0,7363 g. 
Also 5,16°/o Guanin. 
7,36°/o Adenin. 


Analysentabelle der HNO,-Spaltung. 











Angewandte Menge Ver- Cre- oy N Mittel °jo N 
brauchte aus 2 
Pe | . fundene berech- 
F u stanz n/10-H,SO, ss gefunden j Bestim- 
N-Menge net 
in g ecm mungen 
Guanin 0.0750 24,7 0),.03458 46,10 45 99 16.36 
> 00720, = 22.6 0,03304 45,88 
Xanthi 0,0590 | 5, 0,0217 36,$ —— _ 
Xanthin ),0590 15,7 02178 36,91 36.98 36.85 


Hypoxanthin- J 0,095 20,0  0,0280 29,47 
chlorid | 0,064 | 13,4 0.01876 2931 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 17 


\ 
J 
0,0460, = 12.2 0,01708 37,06 f 
J 
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2. 32,91 g Nucleinsiiure nach Altmann wurde mit H,SO, 
(105 com H,SO, -+- 210 ccm H,O) hydrolysiert, die nach der 
Hydrolyse erhaltene Flissigkeit von der ausgeschiedenen Kohle !) 
abgesuugt, die Kohle mehrmals mit Wasser ausgekocht, die 
erhaltenen Filtrate bis auf 500 cem konzentriert und N-Bestim- 
mungen nach Kjeldahl gemacht. 
a ccm der Fliissigkeit verbrauchten 25,1 cem 4/10-H,SO, 005514 ¢ N, 
~ * « » 250 » > — 00350 >» 
Mittel aus 2 Bestimmungen 0,03507; in 500 ccm wurden also 3,507 g N 


gefunden. 

Setzt man den Stickstoff der angewandten Menge Sub- 
stanz 4,180 ¢ N in 32,91 ¢ Nucleinsiiure gleich 100, so ergibt 
sich ein Verlust an Huminstickstoff von 0,673 g oder 16,10°,o 
vom Gesamtstickstoff, 

In 20 cem wurde sodann der Ammoniakstickstoff durch 
Destillation der neutralen Fliissigkeit mit BaCO, im Wasser- 
dampfstrom bestimmt: 

20 cem der Fliissigkeit verbrauchten 14,5 ccm ®/10-H,SO, = 0,02038 g N, 
2)» , > 14,5 » > = 0,0203 » 
in 500 cem 0.5075 g —= 12,14°/0 des Gesamtstickstoffs. 

Die von Schwefel- und Phosphorsiiure befreite Fliissigkei| 
wurde auf 1000 ccm gebracht und mit Schwefelséiure schwach 
angesiiuert. Beim Stehen tiber Nacht schied sich ein krystalli- 
nischer Niederschlag aus, der abfiltriert wurde, in NaOH geldst 
und mit Essigsiiure wieder ausgefiillt wurde. Der nunmehrige 
Niederschlag wurde in Wasser unter Zusatz von H,SO, gelost, 
mit Tierkohle gekocht und bis auf ein kleines Volumen ein- 
gedampft. Es wurde 0,7300 g Guaninsulfat gewonnen, mil 
31,95°%o und 8°/o H,O. Berechnet 32,06°/o N und 8,24 °/o H,O. 

Aus dem Filtrate vom zuerst ausgefallenen Guaninsulfat 
wurden die Alloxurbasen bei schwach schwefelsaurer Reaktion 
mit Silbernitrat gefillt und bei weiterer Verarbeitung der Alloxur- 
basenfraktion wurden noch 0,1500 g Guaninsulfat erhalten. 
Adenin wurde als Pikrat gefiillt und 1,1780 g erhalten (Sp. 279° 

'' Bei der Hydrolyse der Hefenucleinséure scheiden sich grofe 
Mengen Kohle ab; schon hierdurch unterscheidet sie sich augenfallig von 
der Nucleinsiiure aus Thymus resp. aus Sperma. Bei diesen kommt 
es unter den gleichen Bedingungen nur zu einer minimalen Kohleaus- 


scheidung. 
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inkorr.). Das gewonnene Xanthin war etwas dunkel gefiirbt 
nd hatte 33,21°/o N. 

Die Fraktion, in der Hypoxanthinchlorid zu erwarten war, 
0.°5 war ganz braun, enthielt Asche und nur 19,34°/o N und 
wird deswegen bei der Berechnung nicht mitberechnet. Cytosin 
nd Uracil wurden aus dem Filtrate von den Alloxurbasen mit 
\gNO, und Ba(OH), gefallt. Die Ag-Verbindung wurde wie 
sewOhnlich verarbeitet und das Cytosin wurde vom Uracil mit 
Phosphorwolframsiiure getrennt. Es wurde Cytosin 0,7800 g 
nit 13,72°/o H,O und 38,00°/o N erhalten und aus der Mutter- 
auge mit Pikrinsiiure als Cytosinpikrat noch 0,1020 g = 0,0333 g 
Cytosin gefillt. Uracil wurde erhalten 1,000 g mit 25,10°/o N. 
Thymin konnte nicht nachgewiesen werden. Die H,SO,-Spaltung 
cab Guaninsulfat O,8800 g — 0,3049 g Guanin in 32,91 g. 

0.1100 g Xanthin — 0,109% g Guanin in 32,91 g, mithin 
0.3324 in 100 g. 

Adeninpikrat 1,1780 — 0,4092 g Adenin in 32,91 g und 


in 100 g = 1,2430 g. 
Cytosin 0,8133 g in 32,91 g = 2,4712 g in 100 g. 


Uracil 1,0000 g in 32,91 g = 3,0386 g in 100 g oder 
3,0672 g Cytosin. 


Analysentabelle der H,SO,-Spaltungsprodukte. 








y Mes 0/, . ; y lar. 0 
ndte Me Ver- Gr be Mittel  °%o N o Ver O/y 0 
ee ene | prauchte | [> | N | aus 2| be © | loren’ ig | yO 
Substan; ; dene ge- | * ge Sub- | beim 2 be- 
PR i SltanZ cem N- fun- Bestim- rech- Trock- gefun- rech- 
, |  stanz 
in g n/to-H,SO, Menge , den mungen) net |“ nen den | net 





fat 0.138 31.5 0,04410 31,95 31,95 | 32,06 0,1500 0,0120 8,00, 8,24 


thin 0.1100 26.1 0.03654 33,21. 33,21 | 36,85) — ~— — 
sin 0,0580 15,75 002205 38,01 | 
0.0490 13.3 0.01862 38,00 f 
0,068 | 12,2 0,01708 25,11)... | 5... | 
; 25,10 | 25,05) — _ — 

0.0580 10,4  0,01458 25,10 f | 


Setzt man die Stickstoffmenge des Ausgangsmaterials 
= 100, so sind in diesem Versuch in Prozenten des Ausgangs- 
inaterials wiedergefunden : 


17* 


38,00 | 37,86 0,1240. 0,0170, 13,72 13,95 
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Humin-N = 16,10°o 
NH,-N = 12,14 
Guanin-N = _ 3,38°/o 
Xanthin-N = 0,97°/ 
Adenin-N = _ 5,08 °%%o 
Cytosin-N = 7,36 °/o 
Uracil-N = 5,98 °9/o 

51,01 Xo. 


In diesem Versuch konnte also nur die Hilfte des Stick- 
stoffs des Ausgangsmaterials wiedergefunden werden. Zwei- 
fellos haben hier aber grofe Verluste bei der Isolierung de) 
Alloxurbasen stattgefunden, die wohl gréftenteils in den Baryt- 
niederschliigen verloren gegangen sind, denn die Salpetersiiure- 
spaltung hat sehr viel gréBere Mengen Alloxurbasen geliefert. 

In dem Spaltungsversuch mit Salpetersiiure wurden wieder- 
gefunden: 5,16°/o Guanin 

7,36°/o Adenin. 
In dem Spaltungsversuch mit Schwefelséure wurden 


wiedergefunden: 


in 32,91 g Substanz 0,5075 g NH, = 15,43°/» 
0,3049 » Guanin = 0,93°%o 
0.1100 » Xanthin = 0,33°/0 
0,4092 » Adenin = = 1,24°/o 
0,8133 » Cytosin = 2,47°%o 
1,0000 » Uracil = 3,04°/o 


Auffallend ist die grobe Menge Ammoniakstickstoff 12,14° » 
des Gesamt-N gegeniiber 5,20°/o bei der analogen Spaltung!) der 
Thymusnucleinsiiure. Ihre Erklarung findet sie in dem reichlichen 
Auftreten des Uracils, das sofort rein und ohne eine Beimengung 
von Thymin isoliert werden konnte. Dadas Xanthin, das Hypo- 
xanthin und das Uracil sekundiér durch weitergehende Hydrolyse 
aus dem Guanin, Adenin und Cytosin unter Ammoniakabspa!- 
tung hervorgehen, so muf natiirlich bei einer Vermehrung des 
Uracils auch gleichzeitig die Ammoniakmenge vermehrt sein. 


1) H. Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 403. 
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Rechnet man nun die sekundiiren Spaltungsprodukte in die 


primiéren um, so geben 
0.1100 ¢ Xanthin = 0,1094 g Guanin 


1,0000 » Uracil = 1,0000 ‘ Cytosin, es wiiren 
lemnach wiedergefunden: 
0.4143 ¢ Guanin = 1,26°/o 
Q). 4092 » Adenin ca 1,24° 4 
1.8133 Cytosin — DO 4/6, 


Da sich nun aus diesen Versuchen noch kein Bild vom 
Aufbau der Nucleinsiiure gewinnen lief, wurden noch 2 analoge 
Versuche mit der Hefenucleinsiiure Boehringer angesetzt: 

I. 10 g Nucleinsiiure mit 16,16°/o N und 8,65 g P wurden 
mit 10 ccm Salpetersiure (1,4 spez. Gew.) -+- 10 ccm Wasser 
stehen gelassen. Die Nucleinsiiure quillt zuerst, dann wird 
allmiihlich alles zu einer farblosen Fliissigkeit gel6st und nach 
2 < 24 Stunden erscheinen Krystalle. Nach 8 X 24 Stunden 
wurde der krystallinische Niederschlag abgesaugt, mit 10°/oiger 
HNO,, dann mit Alkohol und Ather gewaschen und nach dem 
lrocknen an der Luft gewogen. Erhalten 2,8684 g. 

Die Nitrate wurden in Wasser geldst, mit NH, wie ge- 
wOhnlich behandelt, um Guanin von Adenin zu trennen. Der 
ausgeschiedene Niederschlag von Guanin wurde nach dem Aus- 
waschen mit 2°/oiger NH,, mit Alkohol und Ather getrocknet 
ind gewogen, erhalten 1,2840 g Guanin mit 47,69°/o N. 

Aus dem Filtrate von Guanin nach Entfernen von NII,, 
Lisen in HCl und Entfernung des Uberschusses der HCl durch 
Abdampfen wurde das Adenin mit Pikrinsiure gefiillt und er- 
halten 0,7640g Adeninpikrat, das bei 272—280° unkorr. schmolz. 

Das Filtrat von Guanin- und Adeninnitrat wurde mit 
Wasser versetzt und bei 40— 50° vorsichtig eingedampft, um 
es moglichst von Salpetersiiure zu befreien. Nach dem Stehen 
schied sich ein Niedersch!ag von Hypoxanthin- und Xanthinnitrat 
ius. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert, in Wasser gelOst und 
die Alloxurbasen mit ammoniakalischer SilbernitratlOsung ge- 
‘ullt, das Filtrat von Xanthin- und Hypoxanthinnitrat wurde 
ebenfalls stark ammoniakalisch gemacht und mit ammoniaka- 
‘scher Silberldsung gefiillt: die siimtlichen Silberverbindungen 
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wurden NHO,-frei gewaschen, mit Salzsaure zersetzt, und aus 
dem Fitrat die iiberschiissige Saéure durch vorsichtiges Abdampfen 
entfernt. Der Riickstand wurde mit Wasser von 40° behandelt, 
das ungelist gebliebene Xanthin abfiltriert, mit Alkohol und Ather 
getrocknet und gewogen: 0,1910 ¢ Xanthin mit 36,88°)0 N. 

Aus dem Filtrate vom Xanthin wurden 0,7503 g Hypo- 
xanthinehlorid mit 30,30°/o N gewonnen. 

Es wurden also im ganzen 1,2840 g Guanin, dann 0,1910 ¢ 
Xanthin = 0,1898 g Guanin, mithin 1,4738 g Guanin gefunden 
Die gefundene Menge Adeninpikrat betrug 0,7640 g = 0,2835 ¢ 
Adenin und 0,7503 g Hypoxanthinchlorid = 0,5302 g Adenin, 
mithin 0.8135 ¢ Adenin. 

100 g Nucleinsiiure geben also 14,74°/o Guanin und 
8,14°/o Adenin. 


Analysentabelle zur Salpetersiurespaltung. 

















T pe | - , N . . 0 Sj y 
Angewandte Menge Ver Ge- 0) littel } ' 
brauchte |» dene aus 2 stoft 
Substanz a fundene | 
oUDStanZ n/10-H,SO, ae Stickstoff Bestim- | berec! 
g ccm ne mungen ne! 
Guanin 0.0885 30,2 0.04228 42 97 | 
~ ae ca 47.69 | 46.36 
0.0785 26,7 0.03738 47,61 | 
Xanthin 0.0341 9 () 0.01260 36,95 
- 36,88 | 36,85 
0.0422 11,1 0.01554 , 36,82 f | 
: 37 ‘ » 27,97 
Hypoxanthin- f 0,037 5,0 0,0112 30,27 | 339 | 2938 
; | OV yey RD) 
chlorid 0,045 9,75 | 001365; 3033 f 7 | 


Il. 100 g Nucleinsiiure mit 16,16°/o N und 8,65°9/o P wurden 
mit 800 cem H,SO, -+ 600 cem H,O wiihrend 10 Stunden am 
Riickflubkiihler gekocht. Die erhaltene dunkelbraune Fliissigkei! 
enthilt viel Kohle. Die Kohle wurde abgesaugt, dreimal mi! 
Wasser ausgekocht und siimtliche Filtrate bis auf 1000 ccm 
eingedampft und N bestimmt. 

5 eem der Fliissigkeit bei der N-Bestimmung nach Kje!|- 
dahl verbrauchten 49,9 cem "/10-H,SO, = 0,06986 g N: in 
1000 cem = 13,972 g N. Von 16,16 g N wurden 13,972 ¢ 
wieder gefunden, es fehlten 3,188 g N = 19,72°/o des Gesamt- 
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stickstoffs. In je 10 cem der hydrolysierten Fliissigkeit wurde 
der Ammoniakstickstoff bestimmt. 

10 ccm verbrauchten 15,2 cem ®/1o-H,SO, = 0,02128 g N. 

10» » 15.0 » > 0.02100. » 

Mittel aus 2 N-Bestimmungen 0,02114 g, in 1000 cem sind 2,1140 mg 
Ammoniakstickstoff oder 13,08 0/0 des Gesamtstickstoffs. 

Die ubrig gebliebene Fliissigkeit — 915 cem —- wurde 
mit Ba(OH), von Schwefel- und Phosphorsiiure befreit, der 
Ba-Niederschlag dreimal mit 3000—4000 cem Wasser aus- 
gsekocht, die siimtlichen Filtrate schwach schwefelsauer bis aut 
| | eingedampft. beim Erkalten schied sich ein krystallinischer 
Niederschlag aus. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde ab- 
filtriert, in Wasser unter Zusatz von NaOH geldst, mit Essig- 
siiure gefallt, die Fillung in Wasser unter Zusatz von H,SO, 
und Erwiirmen gelost, die L6sung mit Tierkohle entfiirbt, etwas 
konzentriert und stehen gelassen, es krystallisierte Guaninsulfat 
in Form von Nadeln. Die Krystalle wurden abgesaugt und 


gewogen = 1,3230 g. 

Das Filtrat wurde noch auf die Hiilfte eingedampft und 
mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt — es schieden 
sich schneeweife Nadeln aus — 1,5630 g, mithin im ganzen 


2.8860 g Guaninsulfat mit 32,21°/o N und 8,22°/o H,O gleich 
1.0000 g Guanin in 915 cem oder 1,0928 g in 1000 g. 

Im urspriinglichen, schwach sauren Filtrate von Guaninsulfat 
wurden die Alloxurbasen mit Silbernitrat gefiillt: die Silberver- 
bindungen wurden wie gewohnlich verarbeitet und das Adenin mit 
pikrinsaurem Natrium gefiillt und erhalten 5,4600 g Adeninpikrat, 
das zwischen 275—280° unkorr. schmolz. Die 5.4600 g Pikrat 
sind gleich 2,0242 g Adenin in 915 cem oder 2.2122 g in L000cem. 

Die Xanthinfraktion gab bei der Analyse zu hohe N-Werte 
— 46,11°/o N —, was auf eine Verunreinigung mit Adenin 
hinwies, die erhaltene Menge wurde in Wasser unter Zusatz 
von H,SO, beim Erwiirmen gelést und erhalten 0,2425 ¢ Adenin- 
sulfat mit 35,35°/0 N und 5°/o H,O, diese Menge Sulfat ist 
gleich 0,0810 g Adenin in 915 cem oder 0,088) g in 1000 cem. 
Der Rest der Xanthinfraktion gab 0,1847 g Xanthin, das ent- 
spricht 0,1339 g Guanin in 915 eem oder 0,1463 in 1000 cem. 
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Die Hypoxanthinfraktion gab als Hypoxanthinpikrat 0,4700 ¢ 
gleich 0.1751 g Hypoxanthin, das entspricht 0,1739 g Adenin 
in 915 cem oder 0,1900 g in 1000 ccm. 

Nas Filtrat von den Alloxurbasen wurde mit AgNO, und 
Ba(OH), versetzt, der Niederschlag mit Salzsiure zersetzt, das 
Filtrat vom AgCl bis zur beginnenden Krystallisation einge- 
dampft, die abgesaugten Krystalle wurden in warmem Alkoho! 
gelost; da sie ziemlich viel Alkohol zum Auflésen  brauchten, 
so wurde die alkoholische Losung auf die Hiilfte eingedampft, 
beim Erkalten schieden sich Krystalle aus, die abfiltriert, in 
Wasser gelést, mit Tierkohle entfiirbt und wieder auskrystalli- 
sieren gelassen wurden. Sie hatten 25,71°/o N und wurden als 
Uracil gewogen — 38,2810 g. 

Die alkoholische Mutterlauge wurde zur Trockene ein- 
gedampft, in Wasser geldst, mit Tierkohle entfarbt und die 
Losung eingedampft, und es wurden noch 0,6800 g Uracil er- 
halten, da der N-Gehalt gleich 25,20°/o war. 

Das Filtrat vom Uracil wurde mit Wasser verdiinnt, mit 
H,SO, vom Baryt befreit, mit 100 ccm 5°%/oiger H,SO, ange- 
siiuert und mit Phosphorwolframsiiure vorsichtig gefallt, um 
einen UberschuB von der Siiure zu vermeiden. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert und zum Filtrate eine neue Portion 
der Phosphorwolframsiiure zugesetzt, der neue Niederschlag 
abfiltriert und jeder Niederschlag besonders zersetzt, doch nach 
den N-Bestimmungen zeigte es sich, daB beide Niederschliige 
Cytosin enthielten. 

Der erste Niederschlag gab 1,3630 g Cytosin mit 37,94 °/o N 
und 13,56°/o H,O. 

Der zweite gab 0,6980 g Cytosin mit 39,09°/o N und 
15,00°/o H,0O. 

Im Filtrat von dem auskrystallisierten Cytosin wurde der 
Rest von Cytosin mit Pikrinsiiure gefiillt und erhalten 0,6270 g 
Cytosinpikrat gleich 0,2109 g Cytosin. 

So wurden 2,2719 g Cytosin in 915 cem gefunden oder 
2.4938 g in LOOO eem. 

Aus dem Filtrat von dem Phosphorwolframsiaurenieder- 
schlage wurde die Schwefelsiiure und Phosphorwolframsaure 
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mit Ba(OH), entfernt und die simtlichen Filtrate und Wasch- 
wasser eingedampft. Es wurden noch 0,928 g Uracil gewonnen, 
mit 24,96°%/o N. 

So wurden 4.8890 ¢ Uracil in 915 cem gefunden, oder 

3431 g in 1000 ecm, die gleich 5,3733 g Cytosin sind. Guanin 

a Sulfat wurde gefunden 1,0928 g und in Xanthin verwandelt 
1463 g, im ganzen 1,2591 ¢ 

Adenin gefunden als Pikr at 2,2122 g, Adenin als Sulfat 
0.0885 g und in Hypoxanthin verwandelt 0,1900 g, im ganzen 
2? 4907 g. 

In 100 g Nucleinsiiure bei H,SO,-Spaltung wurde also 
cefunden: 


Cytosin = 2.49388 g = 0,9442 g N. 
Uracil — 93431 >» = 1.3384 t » 
(juanin —= 1.0928 » — 0,5066 
Adenin = 2,3007 » = 1,1929 
Xanthin = 0,1472 » = 0,0542 » » 
Hypoxanthin — 0,1913 » = 0,0788 


2.1140 
6,2291 g N. 


Ammoniak-N 


eit 


Analysentabelle fiir die H,SO,-Spaltung. 











lar Ge- ¥ 0 } 0! T Ver- 0 % 0 
er- Mitte : o i 
andte Menge \ fun- N aij Ride © loren HO 
brauchte aus 2. be- ‘i HO 3 
Substan; dene ge- Sub- beim “ be- 
ubstanz ecm N- fun- Bestim- rech- Trock- gefun- rech- 
is stanz 
in g N/1o-H,SO, Menge den mungen net ts nen g| den net 
nsulfat 0,1395 32.1 (0,04494 32,21) 32.21 | 382,06) 0.1520 0.0125 822 8,24 
sulfat 0,066 16.5 0.02310 35,00 —_— _ 0.2425 0,0115 5,00 891 
; ne ie 35.35 34.65 
0.0490 12,5 0,01750.35,71 f | 
cil 0,04 90, 90 0,01260 25,71 25,71 | 25,05 — _ ” 
0,060 | | 10.8 0.01512 25.20) 25.20 2503' — -_ cine ois 
sin 0.1530, 41,5 OdSL 37,94 — 37,86 O1770 0.0240 13,56 13.95 
0.1000 279 0.03906 39,06 | ; O1000 0015 15,00) 13,95 
| 39.05 37,86 ; Bre re 
0.1108 30.9 0.04326 39,04 f 0.1125 O17 15,100 13,95 


In Prozenten des Gesamtstickstoffs (16.16 ¢) berechnet, 
ergibt sich aus dieser Schwefelsiiurespalltung folgendes Resultat. 
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Verlust (Humin)-N = 19,72°/0 


NH,-N = 13,08 9/0 
Gquanin-N = 3,14°/o 
Adenin-N sz 7,06 %/s 
Xanthin-N = = 0,34/ 
Hypoxanthin-N = 0,49 


Cytosin-N Saaeae : 849/54 
Uracil-N 
Wiedergefunden: 58,28 °/o. 





| 

QO 
bo 
> 


Diese Schwefelsiiurespaltung allein wiirde also auch nicht 
geniigen, um sich ein Bild von dem Aufbau der Nucleinsiiure 
zu machen; ist doch nur wenig mehr als die Halfte des Stick- 
stoffs wiedergefunden. Hilt man aber die Resultate der Salpeter- 
siiurespaltung zusammen mit denen der Schwefelsiéurespaltung. 
so zeigt sich deutlich, da bei den Alloxurbasen ein grofe: 
Verlust bei der Aufarbeitung eingetreten ist. 

Gefunden: 
Ber HNO,-Spaltung — Bei H,SO,-Spaltung 
Guanin 14,74 %o 124° o (Xanthin auf Guanin berechnet), 
Adenin 8,14 ° 0 2,49 °o (Hypoxanthin auf Adenin bereehinet 

Will man also anniihernde Werte fiir Guanin und Adenin 
haben, so mufi man die Werte der Salpetersiiurespaltung nehmen 
Rechnet man dazu noch den aus der Schwefelsdurespaltung 
gewonnenen Wert fiir Cytosin (mit Addition des Uracils), so 
erhilt man: 

14,74°/o Guanin, 8,14Adenin und 7,87°/o Cytosin. 

Dah man wirklich fiir Uracil Cytosin berechnen darf, ebenso 
wie fiir Nanthin Guanin und fiir Hypoxanthin Adenin, ergil' 
sich unter anderem daraus, dah z. B. das von mir im zweiten 
H,SO,-Versuch gefundene Ammoniak 2,1140 g bei weitem aus- 
reicht, um das beim Ubergang der Aminokérper in die Oxy- 
kérper freiwerdende Ammoniak nach der theoretischen Berech- 
nung zu decken; es ist sogar nach dieser ein grofer Uber- 
schub an Ammoniak gefunden — ein weiterer Beweis, dit! 
bei der Darstellung der Spaltungsprodukte Verluste stattge- 
funden haben. 
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Beim Verwandeln von 5.8733 g Cytosin in Uracil wird ab- 
SOUPARER ccc tte HR Ew eee ew» © » OBS RE. 
Beim Verwandeln von 0.1463 ¢ Guanin in Xanthin wird 


CO a a a a a a ee ee ee ee 
Beim Verwandeln yon 0,1900 g Adenin in Hypoxanthin 
wird abgespaiten . 1.4 5 ee es ue we os » « ORBRDs 
Verlangt . . . O8612 ¢ NH, 
Gefunden. . . 2.1140 


Stellt man nun die Stickstoffwerte fiir die gefundenen 
Mengen der drei Spaltungsprodukte zusammen, so erhiilt man 
fiir 10 g Nucleinsiiure mit 16,16°/o N. 


1,474 ¢ Guanin 0.6834 g¢g N == 42.29% vom Gesami-N. 
0,814 » Adenin = 0,4224 » » == 26.14% 
0,713 » Cytosin 0.2697 >» » == 16.69% » 


85.12 °/o 

Somit wiiren 85,12°/o vom Gesamtstickstolf wiederge- 
funden. Die noch fehlenden 15°/o kann man ohne weilteres als 
Verlust bei der Darstellung betrachten, da weder die Alloxur- 
basenfiillung und Aufteilung absolut quantitativ arbeitet, noch 
die Ausbeute an Cytosin der wirklichen Menge an Cytosin resp. 
Uracil genau entspricht. Die erhaltenen Zahlen sind siimtlich 
Mindestzahlen. 

Ks wurde demnach der stickstoffhaltige Teil der 
Hefenucleinsaure aus Guanin, Adenin und Cytosin 
bestehen und sich von der Thymusnucleinsiiure durch das 
Fehlen von Thymin unterscheiden. Das Fehlen des Thymins 
unter den Spaltungsprodukten der Hefenucleinsiiure war friiher 
schon von Levene!) behauptet worden, freilich ohne daf er 
stichhaltige Beweise vorgebracht hitte. Von Levene?) ist 
ferner in der schon in der Einleitung erwiihnten Arbeit be- 
hauptet worden, dai das Uracil ein primires Spaltungsprodukt 
der Hefenucleinsiiure sei. Als Beweis_ hierfiir bringt er aber 
nur einen Versuch, in dem das Uracil nur qualitativ, und noch 
nicht einmal quantitativ dargestellt worden ist. Irgendwelche 
Angaben tiber die bei der Hydrolyse freiwerdenden Mengen 
Ammoniak sucht man ebenfalls in der Leveneschen Arbeit 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 8. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XVII, S. 126 
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vergeblich. Diese Bestimmungen sind aber durchaus notwendig, 
wenn man ein Urteil dariiber gewinnen will, ob das Uracil zu 
den primiiren oder sekundiiren Spaltungsprodukten gehort. 

Die Bestimmung des stickstofffreien Teils der Hefe- 
nucleinsiiure, fiir den von Levene in Analogie mit der Inosin- 
siiure und Guanylsiiure als Bestandteil die d-Ribose angegeben 
worden ist, stOBt auf gréBere Schwierigkeiten. 

Zuniichst libt sich leicht feststellen, daB die Boehringer- 
sche Hefenucleinsiiure keine Hexose enthalt. 

10 ¢ Nueleinsiiure wurden mit 100 cem 10°,oiger HC] 
IS Stunden lang im siedenden Wasserbade gehalten und nach 
Zugabe yon 10 ccm konzentrierter H,SO, im Atherextraktions- 
apparat mit Ather erschépft. Das Atherextrakt hinterlieB nach 
dem Verdunsten eine geringe Menge eines Sirups, aus dem 
sich keine Liivulinsiiure gewinnen lieB, der aber kriiftige Fur- 
furolreaktionen gab. 

Bei einer quantitativen Furfurolbestimmung nach Tollens 
lieferten sodann 2 g Nucleinsaure 0,3929 g Furfurolphloroglucid 
— ferner 1 g Nucleinsiiure 0,2278 g Phloroglucid, entsprechend 
einem Gehalt von 19,95 resp. 23,44°/0 Pentose. ') 

Ks besteht also der stickstofffreie Teil der Hefenuclein- 
siiure sicher aus Pentose. Dabei wiire noch eine Beobachtung 
von Boos?) zu besprechen, der aus der Hefenucleinsadure einen 
Korper der Formel C,H,O mit Hilfe von Benzylphenylhydrazin 
isoliert hat. Nun ist aber nach Ofner*) beim Arbeiten mi 
Benzvlphenylhydrazin zu beachten, da die Priiparate sehr leicht 
durch Benzylidenbenzylphenylhydrazon verunreinigt werden 
kOnnen, und die Vermutung liegt nahe, dafi auch Boos sich 
durch das benzylidenbenzylphenylhydrazon hat tiiuschen lassen. 

Ks stimmt niimlich sowohl der Schmelzpunkt 114° (Boos) 
mit dem Schmelzpunkt des Benzylidenbenzylphenylhydrazons 
tiberein (111°), als lassen sich auch die von Boos bei der 


') Levene, der diese Versuche auch schon angestellt hat, findet 


25°'o Pentose. 
rT S. 469. 


Nw 


Boos, Journ. of biolog. chemistry, Bd. \V 
Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXV, S. 592/594. 
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Elementaranalyse seines Korpers gefundenen Zahlen gut mit 
denen des Benzylidenbenzylphenylhydrazons vereinigen. 


Gefunden Berechnet Berechnet fiir 
von Boos von Boos Benzylidenbenzylphenylhydrazon 
(Durchschnitt): far CH: Cnal inthe: 
C = 83,58 °/o 83.34 yo 85,91 %o 
H = 6,78 %Jo 6,94 %/o 6,29 & 9 
N= 974% 9,72 %/o 9.8 %o 


Ofner!) gibt tibrigens am Schlub seiner Arbeit eine Auf- 
ziihlung von Forschern, die schon vor Boos ein Opfer dieses 
lrrtums geworden sind. Nachzuprtifen bliebe immerhin die An- 
gabe von Boos, dab sein Kérper eine hohe spezifische Drehung 
gehabt hat |ajp = 62,5. 

Versucht man nun, aus den von mir erhaltenen Resul- 
taten sich ein Bild von der Hefenucleinsiiure zu machen, so 
miissen augenscheinlich meine beiden ersten Spaltungsversuche 
ausgeschieden werden. Die Menge der Alloxurbasen in meinem 
Praiparat war sehr viel geringer wie in dem boehringerschen 
und es ist anzunehmen, dah aus meinem Praparat wihrend 
der Darstellung Alloxurbasen abgespalten worden sind. 

Die Resultate der Spaltungsversuche mit der Boeh- 
ringerschen Nucleinsiiure erlauben dagegen, wie oben abge- 
leitet wurde, den Schluf, daf Guanin, Adenin und Cytosin die 
drei stickstoffhaltigen Bestandteile der Hefenucleinsiiure sind. 
Rechnet man nun wie Steudel bei der Thymusnucleinsiure 
auf je ein stickstoffhaltiges Spaltungsprodukt ein Molekiil Kohlen- 
hydrat (also hier Pentose) und ein Molekiil Phosphorsiure, 
so ergibt sich folgendes: 

C,H,N,O + C;H,N, +- C,H,N,O0 +- 3C,H,,0, -+- 3H,PO, 
== Cy H,.N,,0.,P, -- 6H,0. 

Man wiirde also jetzt eine Formel C,,H,,N,,0,,P, be- 
kommen, die als einfachster Ausdruck der Hefenucleinsdiure 
anzusehen wire, und es wiire zu priifen, wie sich die experi- 
mentell gefundenen Werte zu den von dieser Formel verlangten 
verhielten. 


1. ce. S. 600—602. 
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Zunichst fiir die Spaltungsprodukte: 





Verlangt: Gefunden: 
Guanin 14,65 °/o 14,74° 0 
Adenin 13.08° 0 814° 0 
Cytosin 10,75 °/o 7,87 ° 
Pentose 39,43 °o 23,44 °/0 


Zu diesen Zahlen ist zu bemerken, dah die gefundenen 
Werte, wie schon erwahnt ist, Mindestwerte vorstellen, daj 
ferner das Guanin einen etwas zu hohen N-Gehalt hatte und 
wahrscheinlich noch Adenin beigemenet enthielt. Endlich ist 
die quantitative Isolierung des Cytosins mit grofen Schwierig- 
keiten verkniipft, die noch dadurch erhéht werden, dafi man 
einen Teil des Cytosins ja als Uracil gewinnt und erst auf 
Cytosin umrechnen muf. Bedenkt man alle diese Griinde, so 
wird man zu dem SchluB kommen, dab die gefundenen Zahlen 
fiir dic N-haltigen Spaltungsprodukte sich ganz gat mit der oben 
aufgestellten Formel vereinen lassen. Der gefundene Wert fiir 
die Pentose will nicht viel bedeuten, erstens ist die Furfurol- 
methode ja an und fiir sich rein konventionell und zweitens 
ist es fraglich, ob die in der Nucleinsaéiure gebundene Pentose 
ebensoviel Furfurol liefert wie freie Pentose oder wie Pentosane. 

Es bliebe also nur noch tibrig, die Zahlen der Elementar- 
analysen mit denen fiir meine Formel verlangten zu vergleichen. 














— - Gefunden von 

Berechnet ftir 

: " . | Yr 7 1) 4e TA > 

CoH .N,,0.,P, | Verfasser lerlant } Boos?) : sialic 
a) b) a)”) b) # 

+ 35,69 ° 0 a 30,40 53,60 36.29 34,97 36,69 

H $10 %/o — 1.25 4,08 4,74 4,41 1,57 

N 17,63 °/o 16,16 15,80 15,27 16,84 15,21 17,89 

P= 9,01 % 8.65 8,73 9,66 10,51 8.6 8,93 


Das ist aber mit den Analysen der verschiedenen Untersucher 
eigentlich nicht ohne weiteres angiingig, da die verschiedenen 

') Arch. f. exp. Path., Bd. XLIV, S. 159 (auf Cu-freie Substanz 
umgerechnet). 

*) Arch. f. exp. Path., Bd. LV, 8S. 20 (dort noch mehrere Analysen 
nach Herlant). 

Biochem. Zeitschrift, Bd. XVII, S. 123. 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 548. 
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untersuchten Priiparate nach verschiedenen Methoden gewonnen 
wurden und keines irgend ein Kriterium der Reinheit besaf. 

Von mir selbst sind bisher keine C- und H-Bestimmungen 
gemacht worden, da ich nicht glaube, dali sie zu der hier be- 
handelten Frage irgend eine Entscheidung liefern werden. 

Zum SchlufB mul ich noch einige Worte tiber die von 
Levene!) aufgestellte Formel C,.H,,N,.P,0.,, und ihre Begriin- 
dung sagen. Sie ist dadurch zustande gekommen, dali Levene 
die Ansicht Steudels tiber den Aufbau der Thymusnucleinséure 
schematisch auf die Hefenucleinsiiure tibertragen hat und da 
er das Uracil fiir ein primiires Spaltungsprodukt der Hefe- 
nucleinsiiure gehalten hat. Dies ist aber nach meinen obigen 
Ausfiihrungen nicht richtig und kann auch schon deswegen nicht 
richtig sein, weil ich mehr Uracil gefunden habe, als die 
Levenesche Formel verlangt. Die Formel ist aber an und 
fiir sich schon garnicht modglich, weil die Summe der Valenzen 
keine durch zwei teilbare Zahl ist: dieser Fehler ist dadurch 
verursacht, dafi Levene das Cytosin als solches in die Formel 
iufgenommen hat, ohne ein Atom H abzuziehen fiir die Bindung 
an der Pentose. 

Seine Analysenzahlen hat Levene aber gar nicht auf 
die Formel C,.H.,N,,P,0,, bezogen, sondern er hat (Biochem. 
Zeitschr., Bd. XVII, 5S. 123, Zeile 11 von unten) dieser Formel 
noch C,H,O, (wohl 1 Molekiil Essigsiéure?) hinzuaddiert. Hier 
bleibt er freilich jede Erklirung fiir diese merkwiirdige Be- 
rechnung schuldig. Méglicherweise sollten durch diese Art der 
Berechnung seine Analysenzahlen eine bessere Ubereinstimmung 
mit den verlangten Werten bekommen. Es ist nimlich: 


Berechnet fiir Berechnet fiir Gefunden von 
CosHygNisP4Oo9:  CagH. N,;P,0., + C,H,O,: Levene (B. Z. XVII, 5.123): 
C = 35,00". C == 35,17 %Jo C = 34,97°%o 
H = §$,79°%c H 3,98 °/o H = 4,41°/o 
N = 16,13°/o N = 15.40% N 15,21 °/o 
P= 952°) P = 908 9/o P=. 86 %, 


In den Versuchen, auf die Levene jetzt seine neue 
Formel stiitzt, vermift man vor allen Dingen exakte quantita- 


1) Biochem, Zeitschrift, Bd. XVII, S. 122. 








264 K. Kowalevsky, Uber Nucleinsdure aus Hefe. 


tive Angaben iiber die Ausbeuten an den einzelnen Spaltungs- 
produkten und Angaben iiber den Grad der Reinheit der in 
Rechnung gestellten Fraktionen. Es erscheinen wohl Analysen 
der gereinigten Substanzen, aber diese geben natiirlich kein 
Kriterium ab fiir die Reinheit der als Ausbeute berechneten 
Rohprodukte. 

Ich glaube also, daf der Hefenucleinséure als einfachster 
Ausdruck die Formel C,,H,,N,,P,0,, zukommt und dab sie bei 
der Spaltung zerfiillt nach der Gleichung: 

C,oH,N,3P30.5 + 6H,O = C,H,N,0 + C,H,N; + C,H;ON 
+. 3C;H,,0O, + 3H,PQ,. 

Je ein stickstoffhaltiger Kérper ist analog wie bei der Thy- 
musnucleinsiiureanein Kohlenhydrat (Pentose) gebunden und zwar 
unter Besetzung der reduzierenden Gruppe derselben und das 
Kohlenhydrat istanderseits mit der Phosphorsaure in Verbindung 

Kine locker gebundene Hexose enthilt die reine Hefe- 
nucleinsiiure nicht. 

Es liegt nun natiirlich nahe, zu vermuten, dali die Nuclein- 
siiure des Weizenembryos, die von Osborne und Harris! 
beschriebene ‘Triticonucleinsiiure, einen dabhnlichen, vielleicli! 
denselben Aufbau hat wie die Hefenucleinsiiure. Nach den 
Angaben von Osborne und Harris?) enthalt sie kein Thymin, 
und das als Spaltungsprodukt aufgefundene Uracil wird man 
hier wohl ebenso als sekundiires Spaltungsprodukt anzusehen 
haben wie bei der Hefenucleinsiiure. Die bisherigen Unter- 
sucher haben das nicht getan, wohl groBtenteils aus theore- 
tischen Uberlegungen. *) 

Hiertiber sollen gelegentlich Untersuchungen angestell! 
werden. 

Zum Schluf sei es mir gestattet, Herrn Prof. Steude! 
fiir seine mannigfachen Anregungen bei diesen Untersuchungen 
meinen besten Dank auszusprechen. 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 8d. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, 8. 85. Osborne und Heyl, Am 
Jour. of Physiol., Bd. XXI, S. 157. 

*) Siehe auch H. Steudel, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 


von Abderhalden, Bd. II, S. 596. 














Uber die Aporrhegmen.') 
Von 


D. Ackermann und Fr. Kutscher. 


(Aus den physiologischen Instituten zu Wiirzburg und Marburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1910.) 


Mit dem Namen «Aporrhegma» bezeichnen wir alle die- 
enigen Bruchstticke der Aminosiiuren des Eiweibes, welche 
aus diesen auf physiologischem Wege und zwar im Leben der 
‘Tiere sowohl wie der Pilanzen entstehen kOnnen. Diese Ein- 
fiihrung eines neuen Namens fiir die genannte Kérperklasse ist 
serechtfertigt, ja notwendig aus folgenden Griinden. 

Bis vor wenigen Jahren kannte man derartige Substanzen 
— es seien als Beispiele Cadaverin, Putrescin, Skatol, Oxy- 
phenyliéthylamin herausgegriffen — nur als Produkte der Eiweib- 
fiulnis und kam mit der bezeichnung Ptomain oder Fiulnis- 
base aus, welchen solche Korper wie Phenylessigsiiure, Indol- 
propionsdiure usw. als Fiulnissauren gegeniibergestellt werden 
konnten. In den letzten Jahren mehren sich nun aber die 
Befunde solcher Substanzen auch bei hdheren Organismen. 
Die von Baumann?) seinerzeit im Harn der Cystinuriker auf- 
sefundenen Diamine konnten schlieBlich noch als Produkte der 
Fiulnis gelten, wiewohl schon manches gegen diese Anschauung 
sprach, nicht mehr aber war eine solche Auffassung berechtigt, 
als in Kutschers Laboratorium zuerst von M. Schenck %) 
das Tetramethylendiamin in der frischen Hefe und dann von 
Kielinder*) das Penta- und das Tetramethylendiamin in 
Secale cornutum gefunden wurden. Noch bedeutungsvoller fast 


‘) Der Inhalt dieser und der beiden folgenden Arbeiten ist von 
uns vor lingerer Zeit bereits in den wissenschaftlichen Gesellschaften 
Wiirzburgs und Marburgs vorgetragen und in deren Publikationsorganen 
kurz zum Abdruck gebracht worden. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XII, 5. 564. 

8) Wochenschrift fiir Brauerei, Jahrg. 1905, Nr. 16. 

*) Sitzungsberichte d. Ges. z. Beford. d. ges. Naturwissenschaften, 
Marburg 1908. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. 18 
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war die Auffindung des Pyrrolidins in den Mohrriibenblittern 
durch Pictet und Court, einer Base, die zwar als Eiweif(}- 
faiulnisprodukt noch nicht bekannt, aber doch mit Sicherheit 
als solehe zu vermuten ist. Damit wurde es mehr und mehr 
klar, daB die Bildung solcher Aminoséurebruchstiicke nicht auf 
die niedere Pflanzenwelt beschriinkt ist. Wir hatten aber auch 
jetzt noch mit der Einfiihrung eines neuen Namens gezégert, 
wenn es uns nicht neuerdings gelungen ware, eine typische 
«Eiweiffiulnisbase» aus dem Organismus des Warmbliiters zu 
cewinnen., 

Wie die beiden folgenden Untersuchungen zeigen werden, 
gelingt es, durch Fiiulnis von Glutaminsdéure den in der Nihe 
der Aminogruppe stehenden Komplex CO, abzuspalten und so 
zur ~-Aminobuttersaéure zu gelangen, welche mit Alkaloidfiil- 
lungsmitteln reagiert. 


COOH 

| H,C—NH, 
HC - NH, | 
| 





| HC 
H,C — 
| HC 
H,C | 
| COOH 
COOH 


Anderseits laBt sich aus dem Harn von Hunden, die mit 
Phosphor vergiftet sind, eine Base gewinnen, welche nichts 
anderes ist als die erschOpfend methylierte y-Aminobuttersaure. 


Cus 
H,C—N—CH, 
| | 
H,C | 
| | 
H,C 
| 
COO 


Hierin sehen wir einen bedeutsamen Fingerzeig fiir die 
friiher von uns schon einmal geiéuferte Vermutung, daf der 
Abbau der Aminoséuren im KO6rper der Pflanze wie des Tieres 
iiber dieselben Substanzen fiihrt, wie der durch Fiaulnis be- 
wirkte. Diese schon durch ihre Einfachheit sich empfehlende 
Annahme wird gestiitzt durch Analogien mancherlei Art; wir 
weisen nur darauf hin, daB der fermentative Abbau der Fette, 
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Kohlenhydrate und Eiweibkorper, soweit wir ihn genau kennen, 
in der ganzen Organismenwelt in denselben Bahnen sich bewegt. 

Unter den geschilderten Gesichtspunkten gewinnen Faulnis- 
versuche mit einer einzigen Aminosiéure neue Bedeutung, weil 
sie nicht blo®B einen Beitrag zur Chemie der Mikroorganismen 
liefern, sondern auch ein Bild geben, wie sich in der gesamten 
Lebewelt der Abbau des betreffenden K6rpers gestalten muf. 

Fir die Auffassung der Aporrhegmen als regelméBige in 
der ganzen Organismenwelt sich bildende Abbaukérper der 
Aminosauren spricht noch das Auftreten verschiedener Methy- 
lierungsprodukte derselben bei héheren Organismen, auBer dem 
y-Aminobutyrobetain des Phosphorharns sei hier an das Tetra- 
methylputrescin!) aus Hyoscyamus muticus und das Hordenin?) 
(= Dimethyl-p-Oxyphenylathylamin) aus Malzkeimen erinnert. 
Dies alles sind physiologische Bruchstiicke von Aminosiiuren, 
also Aporrhegmen, die, statt weiter abgebaut zu werden, dem- 
enigen Vorgang unterlegen haben, der in Tier- und Pflanzen- 
welt so weit verbreitet ist, némlich der Methylierung. 

Dieser Vorgang der Methylierung hat fiir die Physiologie 
erneutes Interesse gewonnen, seitdem im Marburger Physio- 
logischen Institut R. Engeland’) den Nachweis erbrachte, dab 
eine erschépfende Methylierung der meisten Aminosduren des 
KiweiBmolekiils, also die Uberfiihrung in ihre Betaine ein leicht 
auszuftihrender Versuch sei, und ferner gleich in seiner ersten 
Mitteilung darauf hingewiesen hatte, dafi sich nun «die weite 
Verbreitung der Betaine in den Pflanzen und wahrscheinlich 
auch in den Tieren erkliren und schlieBlich auf die dem Eiweib 
entstammenden Aminosauren zuriickfiihren» lassen. In weiteren 
Mitteilungen hat Engeland*) dann die Beziehungen der Betaine 
und anderer kiinstlich leicht zu erzeugender Methylierungs- 


1) Willstatter und Heubner, Berl. Ber., Bd. XL, S. 3869. 

*) Léger, Compt. rend., Bd. CXLII, S. 108; Bd. CXLIII, S. 234 
und 916; Bd. CXLIV, S. 208. 

*) Sitzungsberichte zur Beférderung der gesamten Naturwissen- 
schaften zu Marburg, 10. Februar 1909. 

4) Berl. Ber., Bd. XLII, S. 2962, und Archiv d. Pharmazie, Bd, CXLVII, 
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produkte der im Eiweif} steckenden Aminosduren zu den Alka- 
loiden erortert. 

Diese Gedanken haben neuerdings E. Schulze und G. 
Trier’) sowie EK. Winterstein und G. Trier?) sich zu eigen 
zu machen versucht und kommen zu dem Resultat, da die 
Methylierung der Aminosiiuren und auch anderer stickstoffhal- 
tiger Korper, die zur Bildung der «Alkaloide» ftihrt, fiir den 
Organismus den Zweck habe, die betreffenden Substanzen vor- 
iibergehend oder fiir immer aus dem Stoffwechsel auszuschalten. 

Wir modchten hier noch einen weiteren Gesichtspunkt 
anfiihren, von dem aus die Frage bisher nicht erértert wurde. 
der uns aber seit Jahren gelautig gewesen ist und unsere ein- 
gehenden Untersuchungen tiber die Stoffwechselprodukte der 
Kaltbliiter, spiter der niederen und hoheren Pflanzen veran- 
labt hat. 

Ks ist zweifellos eine auffallige Tatsache, dai methylierte 
stickstoffhaltige Korper sich im Organismus der Pflanze in so 
erofer Zahl finden, wihrend dieselben im Tierleibe, soweit 
unsere Kenntnisse jetzt reichen, sehr zurticktreten. 

Kine methylierte Aminoséure war in der Tierwelt bis vor 
kurzem iiberhaupt*) etwas Unbekanntes, bis es uns gelang, aus 
den Muskeln der Krabbe (Crangon vulgaris) und auch des Fluj- 
krebses (Astacus fluviatilis) das Prototyp der betaine, néamlich 
das erschépfend methylierte Glykokoll in erheblichen Mengen 
zu gewinnen. Die mit der gleichen Methodik vorgenommene Unter- 
suchung des Muskelextraktes von Dornhai (Acanthias vulgaris) *) 
fiihrte zur Auffindung desselben Kérpers auch bei diesem Tier: 
gleichzeitig fand sich hier als physiologisch sehr interessante Sub- 
stanz das Trimethylaminoxyd. Wenn nun auch natiirlich nicht 
bestimmt behauptet werden kann, dafi das Glykokollbetain im 
Organismus des Warmbliiters nicht zu finden sein wird, so is! 
es doch sehr unwahrscheinlich, da es in irgendwie groberer 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, Heft 1. 
*) Winterstein-Trier, «Die Alkaloide>, Berlin 1910. 
') In der Miesmuschel fand Brieger zwar schon friither das Betain, 


doch war hier Féulniswirkung nicht ganz ausgeschlossen. 
‘') A. Suwa, Pfliigers Archiv, Bd. CXXVIII, S. 421. 
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Menge auftritt, denn sonst wiire es von F. Kutscher bei 
seinen eingehenden Untersuchungen des Rindermuskelextraktes 
bestimmt gefunden worden. 

Wir mochten deshalb hinsichtlich des Abbaues der Amino- 
<iiuren und der Methylierung der Aminosiiuren sowohl, wie ihrer 
Aporrhegmen eine Trennung machen zwischen den Warm- 
bliitern auf der einen Seite und den Kaltbliitern sowie Pflanzen 
auf der andern Seite. In allen denken wir uns den Abbau der 
Aminosiituren so, wie bei der Fiiulnis, dab also durch einen 
in wesentlichen anaeroben Vorgang die Aporrhegmen entstehen, 
diese aber dann durch einen oxydativen Vorgang, wie ihn in 
einfachster Weise die aeroben Saprophyten durchfiihren, weiter 
zerstort werden. 

bei den Pflanzen und Kaltbliitern nun spielt die Oxydation 
eine wesentlich geringere Holle als bei den Warmbliitern. 
Ist doch die Oxydation die Hauptquelle fiir Wiirmebildung 
und Bewegung; diese beiden Formen der kinetischen Energie 
aber fallen bei der Pflanze so gut wie vollig weg; beim Kallt- 
bliiter treten sie zum mindesten gegeniiber dem Warmbliiter 
stark in den Hintergrund, denn fiir Erhaltung einer hohen Kigen- 
temperatur haben diese Tiere nicht zu sorgen, anderseits sind 
ihre Bewegungen nur dann schnell, wenn sie, wie im Wasser, 
auf geringen Widerstand stoben; auf dem Lande aber sind 
die Kaltbliiter, besonders wenn nicht eine erhdhte Auben- 
temperatur zu schnellerer Oxydation und damit gréberer Leb- 
haftigkeit zwingt, mit ihren Bewegungen recht sparsam. 

Da also bei Kaltblitern und Pflanzen die oxydativen Vor- 
singe zuriicktreten, kdnnen sich die auf anaerobem Wege 
aus den Aminosiuren entstehenden Aporrhegmen eher an- 
sammeln und fallen nun nicht der Verbrennung, sondern zu- 
niichst der Methylierung anheim; beim Warmbliiter aber 
werden die Aporrhegmen als Brennmaterial gebraucht und 
diese kénnen sich deshalb den Luxus solcher Aufstapelung 
nicht leisten. Wir miissen ferner auch bedenken, dab diejenige 
Atomgruppierung, welche die Methylierung hervorruft — sel 
es der Formaldehyd, wie Pictet will, sei es ein anderer ihm 
nahe stehender Korper —, in dem rasch verbrennenden Warm- 
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bliiterorganismus nicht in so grofen Mengen sich wird zur 
Verfiigung halten kénnen, wie im langsam ablaufenden Stoff- 
wechsel von Pflanze und Kaltbliiter. Hier mu8 diese Atom- 
gruppierung offenbar meist in grdBeren Mengen sich finden, 
derartig, daB sich diese ganze Organismenklasse sogar die 
Methylierung der vollig ungespaltenen Aminosauren neben der 
Methylierung der Aporrhegmen gestatten kann. 

Ganz in Wegfall kommt aber die Methylierung auch beim 
Warmbliiter nicht, wie schon lange bekannt ist. Sie muf unserem 
obigen Gedankengange zufolge dann besonders angeregt sein, 
wenn die Oxydation notleidet. Das ist der Fall bei der Phosphor- 
vergiftung. Die Leber, welche von jeher als ein Hauptwarme- 
herd des Korpers gilt, ist geschadigt, die Aminoséuren werden 
nicht mehr vollig zerst6rt, sondern treten teilweise im Harn 
auf, da darf es nicht wundernehmen, daf stirker methyliert 
wird, und als erstes Beweismittel fiir die Richtigkeit dieser 
Anschauung diene die im folgenden geschilderte Isolierung eines 
ersch6pfend methylierten Aporrhegmas aus dem Harn eines 
mit Phosphor vergifteten Hundes, namlich des y-Aminobutyro- 
betains. 

Naturgemiif} wird man in den zur Methylierung besonders 
disponierten Pflanzen auch nicht immer auf Methylierungspro- 
dukte stoben, so z. B. ist das Auftreten derselben bei der ge- 
mischten, d. h. anaeroben und aeroben Faulnis nicht wahr- 
scheinlich, weil es sich hier um einen mit Oxydation und starkerer 
Warmebildung einhergehenden Prozef handelt. 

An dieser Stelle mége auch noch eine Betrachtung dariiber 
Platz finden, warum gerade das Betain des Glykokolls ein soweit 
verbreitetes Betain ist; es scheint, dafi das Glykokoll dem 
natiirlichen Abbau einen ganz besonderen Widerstand entgegen- 
setzt: seine erhebliche Resistenz gegeniiber der Fiulnis ist 
schon seit Nencki bekannt und auch wir konnten dieselbe 
beobachten. Ferner ist das Glykokoll zum mindesten in Form 
von Hippursiiure die einzige Aminoséure, deren regelmabiges 
Vorkommen im Harn sicher erwiesen ist, sie ist es auch, die 
im Warmbliiterorganismus zu verschiedenen Kuppelungsvor- 
gingen stets zur Verfiigung steht, schlieBlich sehen wir sie 
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monomethyliert in Form von Sarkosin mit einem modifizierten 
Harnstoffrest gekuppelt als Kreatin respektive Kreatinin im Muskel 
und Harn des Warmbliiters. Wir dirfen uns also nicht wundern, 
wenn wir gerade diese gegen den Abbau besonders resistente 
Aminosiure als Betain bei Pflanze und Kaltbliiter so héaufig 
wiederfinden. Damit entfiillt gleichzeitig vdllig die Notwendig- 
keit, das Betain als ein Oxydationsprodukt des Cholins aufzu- 
fassen; dies war schon durch Engelands Zuriickfiihrung der 
Betaine auf die Aminoséuren ausgesprochen. Was iibrigens 
die Herkunft des Cholins angeht, so kénnte man sich dasselbe 
auch durch Reduktion des Betains entstanden denken. 

Nicht unerwiihnt darf es bleiben, dal die Methylierung 
der Aminoséuren und ihrer Aporrhegmen noch eine andere Be- 
deutung haben konnte. Es ware mdglich, dafi durch dieselbe 
der Stickstoff gelockert werden soll, damit er sich nach dem 
Vorbilde der Hofmannschen Reaktion abspalten kénne. Ein 
typisches Beispiel fiir die Bemitihungen des Organismus, den 
dreiwertigen Stickstoff durch Uberfiihrung in die fiinfwertige 
Form sich leichter zuganglich zu machen, wirde das Methyl- 
pyvridylammoniumhydroxyd liefern, das von uns im Kaffee, 
im Krabbenextrakt und im menschlichen Harn aufgefunden 
worden ist. Bei seiner Bildung aus Pyridin, die sich beim Tiere 
ohne Schwierigkeit experimentell erzeugen lift,!) tritt das Be- 
streben des pflanzlichen und tierischen Organismus, den Stick- 
stoff leicht angreifbar zu machen und dann den Pyridinring 
zi sprengen, deutlich hervor. Unsere Auffassung gibt gleich- 
zeitig eine befriedigende Erklirung fiir die Entstehung des 
Methylpyridylammoniumhydroxyds. Unsere Theorie erfahrt da- 
durch keine wesentliche Modifikation, insonderheit wiirden die 
Griinde fiir das Zuriicktreten der Methylderivate beim Warm- 
bliiter gegentiber der Pflanze und dem Kaltbliiter dieselben 
bleiben. 

Wir geben zum SchluB eine Ubersicht iiber die bisher be- 
kannten Aporrhegmen, deren Methylderivate, sowie die Methy- 
lierungsprodukte der zugehdrigen Aminosiiuren, soweit sie in 
der Natur beobachtet sind. 


+) His, Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXII, S. 253. 
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Uber ein neues, auf bakteriellem Wege gewinnbares, 
Aporrhegma. 
Von 
D. Ackermann. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Wiirzburg.) 


Der Redaktion zugegangen am 18. September 1910.) 


Wiihrend es mir in meinen friiheren Versuchen, aus einer 
einzigen Aminosiiure,!) die mit einigen Niihrsalzen und etwas 
faulem Pankreas versetzt bei sodaalkalischer Reaktion im Brut- 
schrank gestanden hatte, nicht mdglich gewesen war, basische 
Aporrhegmen zu gewinnen, bin ich bei dem Fiiulnisversuch 
mit Histidin?) so vorgegangen, daf} ich der LOsung noch Trauben- 
zucker (5 g im Liter) und Witte-Pepton (2,5 g im Liter) zu- 
setzte; dies war offenbar von Bedeutung, denn hier gelang es 
mir zum ersten Male, grOBere Mengen eines Aporrhegmas aus 
einer einzigen Aminosiiure zu erhalten. In der Annahme, dab 
dieses Rezept sich nun auch fiir andere Aminosiiuren eignen 
wiirde, habe ich mit demselben die Féulnisversuche am Lysin 
und Arginin, bei welchen ich nicht das gewitinschte Resultat 
erzielen konnte, wiederholt und aufberdem einen solchen mit 
(lutaminsiiure vorgenommen. Die Verarbeitung der Fliissig- 
keiten geschah stets nach dem bewihrten Verfahren von 
I. Kutseher, ohne das man bei diesen Versuchen tiberhaupt 
nicht auskommen kann. 


Lysinfiulnis. 


98 g d-Lysinchlcrid werden mit 10 g Pepton Witte, 20 g 
Traubenzucker, einigen T'ropfen Natriumphosphat und Magnesium- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 303 (1908) und Bd. LX, 5. 482 (1909). 
*) Diese Zeitschrift. Bd. LXV, 8. 504 (1910). 
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sulfat in 4 1 Wasser gelést, mit 20 g Calciumecarbonat!) ver- 
sehen und bei sodaalkalischer Reaktion nach Zusatz einer 
wihrend eines Tages im Brutschrank gefaulten Pankreasflocke 
19 Tage bei 36° stehen gelassen. Dann wird bei phosphor- 
saurer Reaktion eingedampft und nach erfolgtem Filtrieren die 
eingeengte Fliissigkeit der Reinigung mit Tannin und Bleioxyd 
unterzogen und nun bei schwefelsaurer Reaktion eine Fillung 
mit Phosphorwolframsiéiure vorgenommen. Die aus dieser auf 
bekannte Weise mit Baryt und Kohlenséure gewinnbaren Car- 
bonate bestehen zum bei weitem tiberwiegenden Teile aus Penta- 
methylendiamincarbonat. Ich fillte nimlich den stark einge- 
engten Sirup von kohlensauren Basen mit alkoholischer Pikrin- 
siiure, worauf ich 37 g des Pikrates dieser Base erhielt; nach 
einmaligem Umkrystallisieren gaben 
0,1213 g Substanz 0,1614 g CO, und 0,0432 g H,0. 


Berechnet fiir C,H,,N, -2C,H,N,0,: Gefunden : 
C = 36,4%o 36,3°/o 
H = 3,6°%o 4,0 °/o 


Ein Teil des Pikrates wurde in das Goldsalz verwandelt 
und auch dieses gab fiir Pentamethylendiamin stimmende Ana- 


lysenwerte. 
0,1280 g Substanz gaben 0,0643 g Au 


0.1427 » > > 0.0716 » » 
Berechnet fiir C,H,,N, -2HAuCl, : Gefunden : 
Au = 50,4°%o 50,20, 50,2 °%/o 


In der Mutterlauge des Pentamethylendiaminpikrates fanden 
sich noch weitere 10,7 g Pikrat derselben Base; dieses, sowie 
das erste Priiparat hatte den richtigen Zersetzungspunkt von 221). 

Das Filtrat dieser 10,7 g Pikrat wurde nach dem An- 
siiuern mit Salzsiiure mit Ather ausgeschiittelt, bis die Pikrin- 
siiure vollig in den Ather iibergegangen war, worauf die salz- 
saure Losung eingeengt und mit alkoholischer Platinchlorid- 
losung gefillt wurde. Es entstand eine Fiillung von mehreren 


!) Den Zusatz von Calciumcarbonat habe ich bei spiéteren Ver- 
suchen wieder fallen lassen; er soll fiir dauernd alkalische Reaktion 
sorgen, tut dies aber, wie ich gelegentlich einer Glykokoll- und einer 
Alaninfiiulnis sah, nicht immer; hier standen saure Fliissigkeiten tiber 
dem Bodensatz von Calciumcarbonat. 
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Grammen, die ich, da sie etwas unsauber aussah, nach dem 
Abfiltrieren durch Schwefelwasserstoff in das Chlorid verwan- 
delte. um sie dann mit Goldchlorid zu fiillen. Auch hier handelte 


es sich um Pentamethylendiamin. 
0,1051 g Substanz gaben 0,0532 ¢g Au 


0.1083 » » >» 00,0546 » 
Berechnet fiir C,H,,N, -2 HAuC],: Gefunden : 
Au = 90,4°/o 50,6 °%/o, 50,4 °/o 


Das alkoholische Filtrat des Pentamethylendiaminplatinates 
gab nun beim langsamen Einengen in Alkohol und Wasser 
lisliche Krystallflitter, in welchen ich ein Salz der e-Amino- 
capronsdure vor mir zu haben hoffte: denn auch das niachst 
niedere Homologe derselben, die ’-Aminovaleriansiiure, bildet ein 
in Alkohol lésliches Platinat und ferner hat das Goldsalz der 
5-Aminovaleriansiure sowohl wie das, welches ich aus dem 
in Rede stehenden Platinat gewinnen konnte, einen niedrigen 
Schmelzpunkt und eine grofe Léslichkeit in Wasser. Meine 
Analysen dieser Verbindungen erlauben mir aber noch nicht 
den SchluB, dafi ich wirklich e-Aminocapronsiiure in Handen 
habe, deren Bildung bei der Lysinfiiulnis ja so wahrschein- 
lich ist. 

Argininfiulnis. 


56 g d-Arginincarbonat wurden mit 10 g Natriumchlorid, 
10 g Witte-Pepton, 20 g Traubenzucker, einigen Tropfen 
Natriumphosphat und Magnesiumsulfat in 41 Wasser gelost und 
mit einer faulen Pankreasflocke 23 Tage bei 36° belassen, 
dann wurde von den Gewebsflocken abfiltriert, wobei durch 
Sprung des Saugkolbens ca. 2s der Gesamtmenge verloren 
ging, sodaB héchstens 20 g Arginincarbonat als Ausgangs- 
material in Anrechnung zu bringen sind. Die weitere Ver- 
arbeitung war bis zur Gewinnung der kohlensauren basen aus 
der Phosphorwolframsiurefillung genau dieselbe wie bei der 
Lysinfiiulnis; der Sirup der kohlensauren Basen wurde aber 
nun mit Salpetersiure schwach angesiiuert und solange Silber- 
nitratldsung zugegeben, bis eine Probe der Gesamttfliissigkeit 
gegen Barytwasser gepriift einen deutlich braunen Niederschlag 
gab. Jetzt fillte ich mit gesiittigter Barytlisung im Uberschub, 
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filtrierte den braunen Niederschlag ab, wusch ihn mit kaltem 
Wasser und verriihrte ihn mit Salzsiure und Schwefelsiiure: 
dadurch wurde das Silber als Chlorsilber, der Baryt als Baryum- 
sulfat niedergeschlagen; von diesen Niederschligen saugte ich 
ab und fiillte das Filtrat mit Phosphorwolframsiure, wodurch 
ich einen erheblichen Niederschlag bekam. In der Erwartung, 
in diesem Niederschlag vielleicht das von A. Kossel!) jiingst 
aus Heringsmilech gewonnene Agmatin, das sich vom Arginin 
nur durch das Fehlen von CO, unterscheidet, zu haben, zer- 
setzte ich ihn durch Verriihren mit Baryumhydroxydlosung, saugte 
vom Niederschlag ab, leitete in das Filtrat Kohlenséure im 
Uberschuf ein und saugte ab, der Baryumcarbonatniederschlag 
wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht, worauf ich die so 
gewounenen Waschwiisser mit dem ersten Filtrat zusammen 
zum dtinnen Sirup eindampfte. Das Agmatin bildet ein in 
Wasser ziemlich schwerldsliches Carbonat und hiitte sich in 
dieser Form ausscheiden miissen, tat dies aber auch nach meh- 
reren Tagen nicht, nur etwas Baryumcarbonat zeigte sich, von 
dem unter Waschen des Niederschlages mit kochendem Wasser 
abfiltriert wurde; jetzt engte ich wieder ein, machte salzsauer 
und konnte durch Fallung mit wisseriger Goldchloridlésung 
ein schwerldsliches Salz gewinnen, das aber nicht das Chlor- 
aurat des Agmatins, sondern das des Tetramethylendiamins war. 
00,0996 g Substanz gaben 0,0508 g Au 


0.0977 » > » — 0,0500 
Berechnet fiir Gefunden: 
Tetramethylendiaminchloraurat Agmatinchloraurat 
C,H,,N, - 2 HAuC], : C.H,,N, - 2 HAuCl, : 
Au = 561,3°/o 48,7 °/o 50,9 °%jo, 51,2 %o 


Die Erfahrung, dab unter Umstiinden ein Teil des Tetra- 
methylendiamins mit Silbernitrat und Baryt niedergeschlagen 
wird, hatte ich schon friiher in Gemeinschaft mit P. Mey?) 
gemacht. 

Das Filtrat der Silberfillung wurde mit Salzsiiure yom 
Silber, mit Schwefelsiiure vom Baryt befreit, worauf ich die 


') A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, S. 257 (1910). 
*) D. Ackermann und P. Mey, Zentralblatt f. Bakteriologie etc., 
I. Abteilung, Bd. XLII, 1906, S. 629. 
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nun gewonnene Flissigkeit mit Phosphorwolframsiure fiillte. 
Die Fallung wurde in bekannter Weise in eine Losung der 
kohlensauren Basen verwandelt und nun mit alkoholischer 
Pikrinsiiure versetzt. Der Niederschlag, der 2,4 g wog, war 
Tetramethylendiaminpikrat; um das zu erweisen, fiihrte ich 
ihn mit Salzsiiture und Ather in das Chlorid und dann in das 
Goldsalz tiber, welches analysiert wurde. 


0.1141 g Substanz gaben 0.0583 g Au 


0.1083 0.0556» » 
0.3135 0,0722 » CO, und 0,0564 ¢ H,O 
Berechnet fiir C,H,.N,-2HAuC],: Gefunden : 
Au 91,35°/0 51,1°%/o, 51,3 %0 
C : 6,3°%o 6,3" /o 
H = =1,8°%o 2,0°%o 


Die nach dem Abliltrieren der 2,4 g Tetramethylendiamin- 
pikrat verbleibende Fliissigkeit siiuerte ich mit Salzsaure an 
und befreite sie durch Ausiithern von der tiberschiissigen Pikrin- 
siiure, die salzsaure LOsung wurde zum Sirup eingeengt und 
mit alkoholischer Platinchloridlésung gefiillt. Hierbei entstand 
ein kérniger Niederschlag, den ich absaugte und nach dem 
Lisen in warmem Wasser mit Schwefelwasserstoff zersetzate. 
Das so gewonnene Chlorid gab mit Goldchlorid ein sehr leicht 
ljsliches Salz von nicht unbetriichtlicher Menge, es waren 
).3 g Chloraurat der 6-Aminovaleriansaure. 


0.1197 g Substanz gaben 0,0521 g Au 


QO,1175 >» O.0509 » » 
0,2995 » 01402 » CO, und 0,0776 ¢g H,O 
Berechnet fiir C,H,,NO, - HAuC], : Gefunden : 
Au 43,1 %/o 43,5°lo, 43,3 °/o 
C > 13,13 %e 12,8°/o 
H 2,7 °/o 2,9 °/o 


Damit hatte ich zum erstenmal die Abstammung der 
o-Aminovaleriansiiure vom Arginin auf direktem Wege bewiesen, 
wihrend ich friiher diese Tatsache nur indirekt hatte erschlieBen 
kOnnen. 

Als Zwischenprodukte bei der Bildung des Tetramethylen- 
diamins kommen sowohl das Ornithin, wie das Agmatin in Frage, 
beide hatte ich in diesem Versuch nicht isolieren kOnnen, man 








278 D. Ackermann, 


wird deshalb aber nicht ohne weiteres schlieBen diirfen, dag 
sie sich tiberhaupt nicht gebildet hiitten; vom Ornithin ist das 
deshalb unberechtigt, weil ich bei einem friiheren Argininfaulnis- 
versuch es hatte isolieren konnen, das Agmatin ist aber neuerdings 
von Kutscher und Engeland!) auch im secale cornutum aufge- 
funden worden, einem Pilz, von dem wir jetzt wissen, daf} er 
reich an Aporrhegmen ist, also offenbar einen den Eiweibfaulnis- 
bakterien in gewisser Hinsicht éihnlichen Stoffwechsel hat. Da 
aus der Abspaltung von Ornithin bei der Féulnis des Arginins 
der SchluB gemacht werden mub, daf die betreffenden Mikro- 
organismen die von A. Kossel und H. D. Dakin?) entdeckte 
Arginase enthalten, liegt der Gedanke nahe, den Versuch zu 
machen, ob diese auch auf Agmatin wirke und hier Tetra- 
methylendiamin abzuspalten imstande sei, ein Versuch, den ich 
ibrigens nicht auszuftihren gedenke. 

Was die Bildung der 6-Aminovaleriansiure angeht, so 
ist dieselbe wahrscheinlich auf das Ornithin zu beziehen, be- 
wiesen ist dies jedoch nicht; man koénnte sich ebensogut vor- 
stellen, dab die a-stiindige Amidogruppe bei der Féulnis vom 
intakten Arginin abgesprengt werde und die so entstehende 
Guanidovaleriansiiure der Wirkung der Arginase oder eines 
iihnlichen Fermentes unterliege. 

Geht man aber von Ornithin als Muttersubstanz fiir die 
d-Aminovalerianséure aus, so wiire der einzige Grund fiir die 
leichtere Abspaltbarkeit der a-Amidogruppe in der Tatsache 
zu suchen, dai bei Fettsiuren tiberhaupt das Kohlenstoffatom, 
welches der Carboxylgruppe am nachsten steht, auch am reak- 
tionsfiihigsten ist.) — Nebenher mag erwahnt werden, dab 
in der groben Reaktionsfihigkeit dieses a-Kohlenstoffatoms wohl 
auch der Schlussel zum Verstiindnis dafiir gesucht werden mul), 
warum die belebte Natur gerade die a-Aminosiuren so zahlreich 
aufzuweisen hat. 





') Sitzungsber. d. Ges. z. Bef. d. ges. Naturw., Marburg 1910, und 
Zentralbl. f. Physiologie, Bd. XXIV, Nr. 11. 

*) A. Kossel und H. D. Dakin, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 321 
(1904); Bd. LXII, S. 181 (1904). 

*) Posener, Lehrbuch der synthetischen Methoden, Leipzig 1903, 
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Ich habe mich nun noch bemiiht, das niichst niedere Homo- 
loge dieser w-Aminosiiure auf folgende Weise zu gewinnen. 


Glutaminsdaurefaulnis. 


Auch die Glutaminsiure hatte ich friiher!) schon einmal 
vergeblich unter Anwendung des alten Nahrbodenrezeptes, also 
ohne Zucker und Eiweif, auf ihre Fiéhigkeit, basische Apor- 
rhegmen zu bilden, untersucht. Ein neuer Versuch mit dem 
besseren Rezept fiel giinstiger aus. 

50 g Glutaminsiiure wurden mit 10 g Kochsalz, 20 g 
Traubenzucker, 10 g Pepton Witte, einigen Tropfen Magnesium- 
sulfat und Natriumsulfat in 41 Wasser gelist und bei soda- 
alkalischer Reaktion nach Zusatz einer faulen Pankreasflocke 
:0 Tage bei 36° stehen gelassen. 

Die nun folgende Verarbeitung war dieselbe wie in den 
ersten beiden Versuchen bis zur Gewinnung des Sirups an 
kohlensauren Basen. Dieser zeigte Alkaloidfiillungsmitteln gegen- 
iiber dasselbe Verhalten wie die 6-Aminovaleriansiiure. Er gab 
niimlich mit Pikrinsiure keine Fillung, ferner nach dem An- 
siuern mit etwas Salzsiure mit alkoholischer Quecksilber- 
chloridlésung keine Fillung, wohl aber, wenn aufer dem Queck- 
silberchlorid noch alkoholische Natriumacetatl6sung zugegeben 
war. Auch Edelmetallsalzen gegentiber zeigte sich dieselbe 
Analogie. Der salzsauer gemachte Sirup gab mit alkoholischer 
Platinchloridlésung eine Fiillung, die sich in Wasser spielend 
leicht léste, mit Goldchlorid entstand ein ganz leicht ldsliches 
Goldsalz. — Alle diese Reaktionen deuteten auf eine w-Amino- 
siure, die sich denn auch auf folgende Weise gewinnen lief. 

Der Sirup der kohlensauren Basen wurde mit alkoholischem 
Platinchlorid gefallt, die kriimelige Fallung saugte ich ab, loste 
sie in Wasser und beseitigte daraus das Platin durch Schwefel- 
wasserstoff. Das so gewonnene Chlorid wurde durch Fallen 
mit Goldchlorid in ein Jeicht lésliches Chloraurat ibergefihrt, 
welches sich als das der +-Aminobutterséure erwies und in 
einer Menge von 2,1 g gewonnen wurde. 


oa: 
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Das im Vakuum iiber Schwefelséiure getrocknete Salz 
schmilzt bei 138°. 


0.1014 ¢ Substanz gaben 0,0450 g Au 


0.1906 » > O.0851 >» » 
0.1906 » , 0.0763 » CO, und 0,0469 g H,O 
0.1942 » > O.O786 » » » 00482 » 
O.1680. » ; 54 ccm N bei B. 736 mm und T. = 15° 
Berechnet fiir C,H,NO, - HAuCl, : Gefunden: 
Au = 44,5°/0 44.4°)0, 44,720 
C = 10,8°/0 10,9°/o, 11,0°% 
H = 23% 2,8°j0, 2,8°%o 
N 3,2 °/o 3,7 Jo 


Die weitere Identifizierung der Substanz ist in der nachsten 
Mitteilung geschildert. 

Die y-Aminobuttersiiure ist bereits von C. Schotten! 
aus Piperylurethan dargestellt und damals als Piperidinsiure 
bezeichnet: eine andere Synthese dieser Siture ist spiter von 
Gabriel?) ausgefiihrt worden. Schotten gibt an, dal ein 
Kaninchen die grofie subcutan verabfolgte Gabe von 0,35 ¢ 
y-Aminobuttersiiure ohne jede sichtbare Wirkung vertragen habe: 
danach ist jedenfalls auch dieses Aporrhegma ein ziemlich 
harmloser Kérper, und von einer ptomainartigen Wirkung kann 
auch bei dieser «Fiiulnisbase» nicht die Rede sein. 

Die Bildung der y-Aminobuttersaure 


H,N — CH — COOH H,N— CH, 
| 
CH, CH, 
| commen | 
CH, CH, 
| | 
COOH COOH 


aus der Glutaminsiiure ist, wie man sieht, nicht in analoger 
Weise erfolgt, wie die der andern bisher bekannten w-Amino- 
siiure, niimlich der d-Aminovaleriansiure; diese entsteht aus 
dem Ornithin durch Abspaltung der a-stiindigen Amidogruppe, 
die Glutaminsiiure aber muf eine CO,-Gruppe verlieren, um 
die y-Aminobuttersiiure zu liefern. 

Ich habe nun auch versucht, aus Asparaginsiiure auf 


1) (. Schotten, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVI, S. 643, 1885, 
?) S. Gabriel, Ber. d. Deutch. chem. Ges., Bd. XXIII, 8. 1771, 1890. 
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bakteriellem Wege das entsprechende basische Aporrhegma, 
das B-Alanin zu gewinnen, das wir durch Engelands$) Ar- 
beiten als einen Bestandteil des Fleischextraktes kennen, und 
ich habe auch ein schén krystallisierendes leicht losliches Gold- 
-alz isoliert, kann aber noch nicht angeben, ob es sich um 
g-Alanin dabei handelt. Wenn auch die Fille der Abspaltung 
yon CO, oder der a-stiindigen Aminogruppe aus einer Amino- 
sjure durch die Wirkung der Faulnisbakterien sich mehren, 
so wird es doch nicht erlaubt sein, das Kintreten dieser Re- 
aktion bei den andern Aminosauren nun von vornherein stets 
fiir selbstverstiindlich zu halten und deshalb auf einen exakten 
beweis zu verzichten. Es scheinen sich niimlich diesen Reak- 
tionen manchmal Schwierigkeiten in den Weg zu stellen. So 
habe ich bei Faulnisversuchen mit Glykokoll und Alanin ver- 
seblich die erwarteten Basen Methylamin und Athylamin durch 
Destillation zu gewinnen gesucht, obwohl ich jedesmal 50 g 
Aminosiiure als Ausgangsmaterial wiihlte. 


') R. Engeland, Zeitschrift fiir Untersuchung der Nahrungs- und 
Genufmittel, Bd. XVI, S. 658, 1908. 
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Uber ein methyliertes Aporrhegma des Tierkorpers. 
Von 


R. Engeland und Fr. Kutscher. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Marburg. Physiol.-chem. Abteilung.) 


Der Redaktion zugegangen am 18, September 1910.) 


L. Brieger') isolierte aus faulem Pferdefleisch ein «Pto- 
main», dem er die empirische Formel C,H,,NO, zuschrieb. 
Derselbe Korper wurde von K. Takeda?) in dem Harne mit 
Phosphor vergifteter Hunde aufgefunden. Wie aus den im hie- 
sigen Institut ausgeftihrten Untersuchungen Takedas ’) hervor- 
geht, ist diese Briegersche Base eine +-Trimethylaminobutter- 
siiure. Sie besitzt also die Formel C,H,,NO, resp. C,H,,N0,,. 
Es lag sehr nahe, dieses Betain herzuleiten von einer y-Amino- 
buttersiiure, die ihrerseits wieder dem Eiweif entstammen 
mufite. Nun wurde aber y-Aminobutterséure unter den Spaltungs- 
produkten der Eiweifkorper nicht aufgefunden. Die Beziehung 
dieses Kérpers zu dem Eiweif} wurde erst klar, als es gelang, 
seine Muttersubstanz, die +-Aminobuttersaure, auf nattirlichem 
Wege aus einem bekannten Spaltungsprodukt der Eiweilfistoffe 
zu gewinnen. D. Ackermann‘) erhielt namlich bei der Fiiul- 
nis von Glutaminsiure einen KoOrper von den Eigenschaften 
und Zubammensetzung der y-Aminobuttersiure. Es war nun 
zu erwarten, dali dieser Koérper bei der erschépfenden Methy- 
lierung ein Produkt lieferte, das identisch ist mit der Brieger- 
schen Base. 

Zuniichst haben wir uns bemiiht, die von Ackermann 
erhaltene Aminobuttersaure mit synthetischer, nach den An- 


‘) Die Ptomaine, II], S. 27, Berlin 1886. 

*) Inaug.-Dissertation, Marburg, Dezember 1909—Juli 1910, und 
Pfliigers Archiv, Bd. CXXXV, S. 365. 

ig me 

') Siehe die vorstehende Arbeit Ackermanns. 
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gaben Gabriels!) dargestellter, ~-Aminobuttersiiure zu ver- 
gleichen und damit zu identifizieren. Das Chlorid der synthe- 
tischen Base fiel mit Phosphorwolframsiiure, weiter mit alko- 
holischer Sublimat- und Natriumacetatlisung, nicht aber allein 
mit Sublimatlosung. Ferner stellten wir uns auch aus der syn- 
thetischen +-Aminobuttersiiure das Aurat dar. Dasselbe wurde 
analysiert und von dem so gewonnenen Priiparat Schmelzpunkt 
und Krystallform festgestellt. Zur Analyse wurde das Salz im 
Vakuum tiber Schwefelsiiure getrocknet. 
O0,1058 g Substanz gaben 0,0471 ¢ Au. 
Fiir C,H,NO, - HAuCl, 
Berechnet: Au 4,50, Gefunden: Au 44,50, 

Das getrocknete Salz schmilzt bei 138°. Die Substanz 
Ackermanns schmolz am gleichen Thermometer ebenfalls 
bei 138°, auch ein Gemisch der beiden Aurate schmolz bei 
138°. Beide Aurate krystallisierten in glanzenden Tafeln, die 
betrachtliche GrodBe erreichen konnten. Herr Privatdozent 
Dr. Schwantke hatte die Freundlichkeit, die Krystalle mit 
einander zu vergleichen. Wir lassen sein Urteil folgen: 

Die Krystalle beider Substanzen bilden diinne rektangu- 
lire Tafeln mit gerader Ausléschung nach den Randkanten. 
Das wiirde auf rhombische Symmetrie deuten, womit auch die 
Messungen der beiden Zonen der Kanten tibereinstimmen wiir- 
den, nach denen die Tafelflache in beiden Zonen Symmetrie- 
ebene zu sein scheint. Damit stimmt aber nicht tiberein das 
optische Bild im konvergenten Lichte, das durch die Tafel- 
fliche gesehen den seitlichen Austritt einer optischen Axe er- 
kennen laBt (Ebene der opt. Axen parallel einer Randkante). 
Danach kénnten die Krystalle héchstens monoklin sein. Zur 
genauen Bestimmung des Krystallsystems wiire die Messung 
einer groBen Anzahl von Krystallen notwendig, da die Rand- 
flichen sehr unvollkommene Signale liefern und meist nur auf 
Fliichenschimmer einzustellen sind. 

Da sich aber die Krystalle beider Substanzen in der 
Form und optisch vollkommen gleich verhalten und auch die 
Messungen der beiden Zonen innerhalb der — allerdings ziem- 


1) B. B., Bd. XXIII, S. 1771 (1890). 
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lich weiten — Fehlergrenzen tibereinstimmen, so diirfte in An- 
betracht der chemischen Ubereinstimmung auch an der krystallo- 
graphischen Identitat wohl nicht zu zweifeln sein. 

Marburg, den 6. Sept. 1910. A. Schwantke. 

Wir hatten damit so weit wie modglich die Identitiit der 
Ackermannschen Substanz mit y-Aminobuttersiure erwiesen. 
Bereits vor AbschluB der krystallographischen Untersuchung unter- 
warfen wir das aus ca. 1 g der analysenreinen Goldverbindung 
Ackermanns gewonnene Chlorid der erschdpfenden Methy- 
lierung, indem wir es in methylalkoholischer Kalilauge lésten 
und mit etwas mehr als der berechneten Menge Jodmethy| 
zuniichst lingere Zeit in der Kilte stehen liefben. Von Zeit 
zu Zeit wurde mit einigen Tropfen methylalkoholischer Kali- 
lauge die alkalische Reaktion wieder hergestellt. Dann wurde 
nach Zusatz von etwas Jodmethyl etwa 2 Stunden auf dem 
Wasserbade im schwachen Sieden erhalten und noch einige- 
mal eventuell nach Wiederherstellung der alkalischen Reaktion 
etwas Jodmethyl zugesetzt. Hierauf wurde mit einigen Tropfen 
verdiinnter Salzsiiure neutralisiert und der Methylalkohol und 
das tiberschtissige Jodmethyl verjagt. Im Ritickstand wurde 
dureh Digerieren mit frisch gefilltem Chlorsilber das Jod durch 
Chlor verdringt. Das Filtrat von Jodsilber wurde stark ein- 
geengt, mit HCI angeséuert und mit 30°/oiger Goldchloridlésung 
ausgefillt. Die Fiéallung wurde aus heiliem Wasser unter Zu- 
satz von etwas Salzsdure umkrystallisiert. Das so gewonnene 
Goldsalz lieferte sofort die Analysenwerte des Butyrobetains 
und glich in jeder Beziehung dem von Takeda gewonnenen, 
ebenso wie dem des synthetischen y-Butyrobetains. Es schmolz 
wie diese bei 176°. 

0.1235 g Aurat gaben 0,0501 g Au. 
Fiir C,H,,NO, - AuCl, 
Berechnet: Au = 40,7°/o. Gefunden: Au = 40,6°/o, 

Die Ausbeute an analysenreinem Aurat betrug 0,975 g. 

Aus dem Goldsalz wurde das Chlorid dargestellt, das die 
gleichen Kigenschaften gegen Losungs- und Fillungsmittel zeigte, 
wie das Chlorid des y-Butyrobetains, das ja seinerseits tiber- 
einstimmt mit dem der Briegerschen Base. Es schmolz be! 
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203° (unkorr.), am gleichen Thermometer zeigte synthetisches 
y-Butyrobetainchlorid und das Chlorid Takedas denselben 
Schmelzpunkt. 

Das Chlorid wurde noch durch Erhitzen mit alkoholischer 
Salzsiiure in den Athylester iibergefiihrt, dessen charakteristisches 
Platinsalz wir herstellten und analysierten. 


01004 g Substanz gaben 0,0258 g Pt 


0.1265 » > » 01354 » CO,, 0,0656 g H,O und 0.0329 ¢ Pt. 
Fiir (C,H,,N - COO - C,H,), - PtCl, 
Berechnet : Gefunden : 
C 28.6% /0 C = 28,8°/o 
H = 6,3°%0 H 5.8 Jo 
Pt = 25,7°/o Pt = 25,7, 26.0°/o 


Auch diese Verbindung zeigte den Schmelzpunkt des von 
Takeda gewonnenen und des synthetischen Priiparates. Es 
schmolz unter Aufschitumen bei 222°. 

Es unterliegt somit keinem Zweifel, dais der bei der 
Fiiulnis der Glutaminsiiure entstehende Koérper +-Aminobutter- 
siiure ist. Dieselbe labt sich durch erschépfende Methylierung in 
das Briegersche «Ptomain» tiberfiihren, so dab die Abkunft dieses 
und des im tierischen Organismus resp. im Harn auftauchenden 
Butyrobetains von der Glutaminsiaure sicher erwiesen ist. Auch 
im Tierkérper mufi die Glutaminsiure zum Teil zu y-Amino- 
buttersiiure abgebaut werden, die dann durch Methylierung 
die Umwandlung in das entsprechende Betain erfiilrt. 

Ebenso ist jetzt die Bildung des a-Oxy-y-butyrobetains, 
das in letzter Zeit als Extraktstoff der Muskeln aufgefunden 
wurde, erkliirt. Denn es ist ja nur das erste Oxydationsprodukt 
des y-Butyrobetains und zeigt uns, in welcher Weise der tierische 
Organismus den weiteren Abbau des y-butyrobetains vornimmt. 

Durch gliickliche und neidlose Zusammenarbeit ist es uns 
gelungen, eine liickenlose Erklarung ftir die Bildung eines merk- 
wirdigen Betains zu bringen. Die Theorie Engelands, nach 
der die im Pflanzen- und Tierreich auftretenden Betaine auf 
die Aminosiuren des EKiweifes, nicht aber auf geheimnisvolle 
Phosphatide zuriickzufiihren sind, erfahrt durch unsere Ver- 
suche volle Bestiitigung. 











Der Einflu8 verschiedener Temperaturen auf die Fermente und 
die Regeneration fermentativer Eigenschaften. 
Von 
Dr. M. J. Gramenitzki. 


(Aus dem pharmokologischen Laboratorium der medizinischen Akademie zu St. Peters- 
burg des Prof. N. P. Krawkow.) 


Der Redaktion zugegangen am 2. September 1910.) 


Der Zweck dieser Abhandlung ist, im allgemeinen die 
Haupttatsachen darzulegen, die wir bei Bearbeitung der Frage 
iiber den Einflu8 verschiedener Temperaturen auf Ferment- 
losungen erhalten haben; eine ausfiihrlichere und genauer be- 
griindete Darstellung der Resultate unserer Arbeit ist in unserer 
diesbeziiglichen Dissertation (St. Petersburg 1910) zu finden. 

Fermente sind thermolabile Stoffe, d. h. ihre Tiatigkeit 
ist eng mit einer gewissen Temperatur verbunden und die 
Kigenschaften der Fermente kénnen unter dem EinfluB ver- 
schiedener Temperaturen grofe Verinderungen erleiden. 

Bei niedrigen Temperaturen ist die Schnelligkeit der 
Kermentationsprozesse sehr gering, bei hoéheren Temperaturen 
wird sie gréfer, und ein Maximum passierend, fiillt sie wieder, 
und bei einer Temperatur von 70—80° C. hort der fermen- 
tative ProzeB vollstiindig auf. 

Nach den geléufigen Anschauungen verliert jedes Ferment 
in einer Wasserlésung schon bei Temperaturen unter 100° C. 
auf immer seine spezifischen Eigenschaften, und nur einige 
Oxydasen kénnen, ohne zerstért zu werden, ein kurzdauerndes 
Kochen vertragen. Dieses Verhalten der Fermente verschie- 
denen Temperaturen gegeniiber gilt als charakteristisch, die 
Literatur tiber diese Frage ist eine sehr grofe, doch ihren 
Resultaten nach eine sehr einheitliche. Fiir pflanzliche Fer- 
mente wird als Zerstérungstemperatur oder Temperatur «des 
Todes» 80° C., fiir tierische Fermente ca. 70° C. angegeben. 
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Nach jetzt herrschenden Anschauungen wird der Verlust 
der spezifischen Eigenschaften der Fermente, deren «Tod», mit 
dem Koagulationsprozesse des Eiweibes verglichen, dabei werden 
die Verschiedenheiten, welche bisweilen bei den verschiedenen 
Priiparaten ein und desselben Fermentes den Temperaturen 
segeniiber beobachtet werden, durch ihre «Individualitiit» oder 
durch Anwesenheit von Beimischungen erkliirt. Nur einige 
Qxydasen, Fermente, die bis jetzt eine Sonderstellung ein- 
nahmen, erweisen sich als besonders standhaft hdheren Tem- 
peraturen gegentber. 

Die systematischen Untersuchungen Kulpsohns!) im 
Laboratorium des Professors N. P. Krawkows deckten bei 
der Oxydase des HRettichs sehr eigenartige und interessante 
Kigenschaften auf, und zwar die Eigensehaft der Regeneration 
nach dem Kochen. Dieser Autor hat bewiesen, dali die Per- 
oxydase und die Oxydase des Rettichs, welche durch Kochen 
ihre spezifischen Eigenschaften schon verloren hatten, dieselben 
nach Stehen in der Luft wiedergewannen; dieses konnte nicht 
nur nach Temperaturen von 100° C., sondern auch nach 115° C. 
beobachtet werden. Eine derartige Regeneration tritt in einem 
hOheren oder niedrigeren Mabe ein, nach lingerer oder kir- 
zerer Zeit, je nach der Wiirme und Dauer der Erwirmung und 
je nach der Reinheit der Praparate; auch andere Ursachen 
kOnnen mitspielen. 

Diese neue Eigenschaft der Fermente veranlafite unsere 
bisherigen Anschauungen tiber die zerst6rende Wirkung hoher 
Temperaturen, wenigstens in bezug auf die Oxydasen, zu ver- 
indern. Es entstand eine neue Frage: in wie weit ist diese 
Kigenschaft allgemein, und kann sie auch auf andere besonders 
typische Fermente, z. B. auf die hydrolytischen, verbreitet 
werden ? 

Mit der Klirung hauptsichlich dieser Frage beschiftigt 
sich unsere Arbeit. 

Die Hauptresultate haben wir mit dem Priéparat Taka- 
diastase der Firma Parke-Davis erhalten; dieses Praparat 


') Kulpsohn, Dissert., St. Petersburg 1908. 
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zeichnet sich dureh seine starke Wirkung aus, man erhiilt es 
gewOhnlich befreit von Zucker nach Einwirkung von Spiritus 
und Ather: nach dieser Bearbeitung gibt das Priiparat auch 
keinen Bodensatz bei hohen Temperaturen. 

Auber mit Takadiastase arbeiteten wir mit der Diastase 
Pankreatin der Firma Parke-Davis und mit Maltin der 
Firma Merck. 

Als Losung fiir die Fermente wurde von uns ausschlieflich 
destilliertes Wasser benutzt: die Konzentration der Losungen, 
sowie deren Quantitiiten waren verschieden, je nach den Zielen, 
welche wir verfolgten. Als Objekt der Fermentwirkung diente 
uns ein Wasserdekokt von Reisstiirke in verschiedenen Kon- 
zentrationen; das Dekokt wurde durch allmiéhliches Erwirmen 
bis zum Kochen iiber einem Kupfernetz bereitet. 

Der Verlauf der Hydratation wurde teilweise durch Pola- 
risation, teilweise durch die Jodreaktion verfolgt, hauptsiichlich 
aber durch Titrieren des entstandenen Zuckers (und der Dex- 
trine?) mit Fehlingscher Flissigkeit. 

Die Beobachtungen, welche auf kurze Zeit berechnet 
waren (einige Stunden), fiihrten wir ohne Zusatz von Anti- 
septicis aus, jedoch griffen wir in allen anderen Fallen zu 
diesen Mitteln, um dem FEinwand, da’ bei der Hydratation 
moglicherweise bakterielle Fermente mitwirken, vorzubeugen. 
Auberdem rechneten wir mit der Méglichkeit der Glasauflésung 
bei sehr hohen Temperaturen, daher benutzten wir Probier- 
gliiser, bei denen das wiihrend unserer Experimente nicht vor- 
kommen konnte: somit war auch denn die eventuelle Glas- 
aufljsung nicht imstande, den diastatischen Prozefh zu beein- 
flussen. Kurz, wir waren bemiiht, zufillige Einfltisse auf den 
Prozel} der Fermentation auszuschlieBen und denselben mog- 
lichst rein zu beobachten. 

Unsere allgemeine Untersuchungsmethode bestand darin, 
daf wir die filtrierte Fermentlésung zu gleichen Teilen in gleiche 
Probiergliischen gossen, letztere wurden mit Wattepfrdpfen 
verschlossen, wiihrend einer gewissen Zeit erwarmt (im Wasser- 
bade, im Kochschen Dampfapparat oder im Autoklaven) und 
dann abgekiihlt; darnach wurde in die Probiergliser ein frisch 
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bereitetes und abgekiihltes Stirkedekokt (gewoOhnlich aus Reis) 
hinzugegossen und die Glaser dann entweder in den Thermo- 
staten (88—39° C.) gestellt, oder bei gewohnlicher Temperatur 
(17—20° C.) aufbewahrt, oder endlich in eiskaltes Wasser 
gebracht. Nach gewissen Zeitabschnitten wurden dann quan- 
titative Zuckerbestimmungen vorgenommen. 

Unsere Untersuchungen zerfallen in zwei Hauptteile, im 
ersten Teile beweisen wir, daB Wasserldsungen von Taka- 
diastase, welche im Wasserbade, im Kochschen Dampf- 
apparate oder im Autoklaven bei 115° C. gekocht wurden und 
dann nach Abkihlung mit einem Reisstiirkedekokt vereinigt 
wurden, die Hydratation dieses Dekokts in einem gewissen Zeit- 
abschnitt vollfiihren. Im zweiten Teil werden Erkliirungen 
dieser Tatsache gegeben. 

Wir haben nicht die Absicht, hier alle unsere Unter- 
suchungen ausfiihrlich auszufiihren, wir wollen uns damit be- 
gnigen, die Daten in Ziffern anzufiihren, welche die Wirkung 
des diastatischen Ferments auch nach dem Kochen 
desselben beweisen. Es sei noch hinzugefiigt, dai in den 
Versuchen, wo zur Erwarmung des Ferments eine Temperatur 
von 115° C. benutzt wurde, wir nicht zum Zusatz von Anti- 
septicis griffen, da durch diese Temperatur eine volle bakte- 
riologische Sterilitit der Fliissigkeit erzielt wurde; dank be- 
sonderen Vorkehrungen konnten wir das sterilisierte Ferment 
mit der sterilisierten (apart!) Stérke vereinigen, ohne eine 
spitere Verunreinigung durch Bakterien zu_ befiirchten; wir 
konnten also den Prozefi unbegrenzt lange Zeit beobachten. 
Weiterhin wire zu bemerken, dah, laut Schmidts!) Angaben, 
die Fehlingsche Fliissigkeit zum ‘Titrieren in verdiinntem 
(4mal) Zustande genommen wurde; 1 ccm dieser Fliissigkeit 
entspricht ungefahr 1 mg Zucker (Berechnung fiir Glykose). 

Systematische Uniersuchungen haben uns gezeigt, dah 
von Uberresten oder «Spuren> von Ferment, die ihre spezi- 
lischen Eigenschaften, trotz Einwirkung sehr hoher Tempera- 
turen, noch behalten haben, nicht die Rede sein kann. Es ist 


‘*, E. Schmidt, Ausfiihrliches Lehrbuch d. pharmak. Chemie, 1901. 
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Tabelle Nr. 1. 


Ohne Zusatz von Antisepticis. 




















_—— ree Nene eS 
ae a Quantitiit 
Ver- Quantitat Quantitit Zeit der Be- Zeit- Fehling- 

suchs- Erwiir- dingungen abschnitte, _ Scher 

des des Fliissig- 
num- mung des der Hy- nach welchen eit pein 
mer Ferments/Substrats Ferments dratation titriert wurde Titrieren 
in ccm 
lOcemder 5 5 Min. 1m 20 Min. 0 
20 ccm 320 (7 
Losung + +400 Wasser- | 9 U. 2 Std. 1,1 
. > 1O ; 
1: 250 bad 4' Std. 2.4 
30 Min. 0 
1 Std. | 0 
2 id. id. id. id. 1'le Std. | 0.8 
2 Std. | 1,2 
Dd » 6.6 
1'/e Std. 1,0 
3 id id id id . m 3,0 
j j 41/3 > | 5.0 
6 > 8,0 
| ne’ | 30 Min. | O 
id 7 ie” ae } 2,0 
schen a | es 
| Apparat | | «@»? 4,0 
| | | 20Std. | 3,5 
5 | id. id. id. |Eiswasser| 36 » | 14,5 
| c ~ 
| | 4 24 Std.| 28,5 
| 24 Std. i 11,0 
| | | 2x 24 Std.| 240 
alii | | 3X24 >» | 300 
der ~. F§ oe 1424 » | 3840 
6 id, | id. id hoe : ae 
Losung | |5xX24 » | 37,0 
1 : 900 | 16X24 » | 41,0 
| | 17X24 » | 41,0 
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| a 18 Std. | 2,0 
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( id, | i¢ | | id. = 
schen | |4« 24 » | 22,0 
| = 4 ys | tS 
Apparat | 5X24 > | 20,0 
6 >< 24 » 28,0 
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Tabelle Nr. 1. Fortsetzung. 
a a __ : Eas 
; | ae Quantitat 
Ver- Quantitiét Quantitéat Zeit der | Be- Zeit- Fehling- 
suchs- Erwar- jdingungen abschnitte, scher 
des des “liissig- 
num- mung des der Hy- nach welchen jejt beim 
mer Ferments Substrats Ferments| dratation titriert wurde Titrieren 
in ecm 
g (5 Mj I'/e Tage 0 
cm 5 Min. , pay 
= , CThermo- 3'/e > 0 
| der | 9 COM | im Auto- . | ghey Spuren 
8 7 | staten — : 
Lésung | 1-100 klaven 5'/2 >» 0.5 
1:250 | 115° C, 28—-39°C,) gt, > 14 
| 29 2,3 
18 Std. 0 
10 l'le Tage 0.5 
ccm | ‘ut 7 
| 10 cem | 3/2 » 0.7 
g | Losung | id. id. , § > 1,1 
| 1 : 250 | ( : F 
- 1:500 | | 3 fo 
| | 1125» 11,2 
| | | 1'e Tage 0,9 
| | | | 24s 1,0 
10 | id | id. id. | id | 72 >» 6,2 
| | 4 Monate 6,0 
| | | | 10 » 8,0 


experimentell bewiesen, da’ der Verlauf der Hydratation durch 
gekochtes Ferment sich sehr wesentlich von der Hydratation 
unterscheidet, welche durch Ferment-«Reste» hervorgerufen 
wird (z. B. 4/100, 4/1000 Teile des Ferments), und zwar besteht 
der Unterschied darin, dafi in der ersten Zeit nach der Ver- 
einigung des Dekokts mit der Starke tiberhaupt kein Hydra- 
tationsprozeB zustande kommt, wihrend ein vorber entnom- 
mener kleiner Bruchteil, z. B. ‘1/100, des nicht gekochten Ferments 
schon eine Hydratation ergibt; erst spiter nach 1—2—3 Stunden 
fingt das gekochte Ferment an die Stiirke zu hydratieren, 
und zuletzt kommt es nicht nur zu einer gleichen Quantitét der 
verwandelten Produkte, wie nach Einwirkung des 100. Teiles 
des nicht gekochten Ferments, sondern diese Quantiliit wird 
bei weitem tibertroffen. 
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Wir bedienten uns noch einer anderen Methode: um die 
Empfindlichkeit der Reaktion auf die Diastase zu erhdhen, be- 
nutzten wir verhiltnismiibig sehr geringe Quantitéten des Sub- 
strats (1—2 Tropfen eines Staérkedekokts 1 : 200) und _ be- 
obachteten den Gang der Hydratation mittels der Jodreaktion: 
wir konnten uns dabei tiberzeugen, daf} auch die minimalsten 
Teile des Ferments (z. b. 1 ccm einer Lésung 1 : 100000) 
schon nach 1—2 Minuten spezifisch wirkten, etwas gréfere 
Dosen wirken auf die Starke beinahe momentan; wenn ander- 
seits im Verlauf von 5—6 Minuten keine Verinderung der 
Stiirke eingetreten ist, so ist anzunehmen, da in der gegebenen 
LoOsung ein diastatisches Ferment ganz fehlt. Diese Methode 
benutzend, kamen wir zum Schlub, dafi die Takadiastase schon 
in den ersten Augenblicken der Kinwirkung von Temperaturen 
von 80—82° C. (und umsomehr bei hoheren Temperaturen) 
alle ihre spezifischen Eigenschaften verliert; die von uns be- 
wiesene Hydratation der Stiérke durch das gekochte Ferment 
kann nicht durch Einwirken von «Resten» oder «Spuren» des 
Kerments erklirt werden, welche eine besondere Bestiindigkeit 
Temperaturen gegentiber haben miiiten, wiihrend die tibrigen 
Teile des Ferments ihrer spezifischen Eigenschaften verlustig 
gehen. 

In vollstindiger Analogie mit den erwihnten Tatsachen 
befindet sich auch der Umstand, dafi die Bestiindigkeit Tempe- 
raturen gegentiber der Oxydase (resp. Peroxydase) des Maltin- 
Ferments eigen ist. Dieses Ferment ist gleich anderen Oxy- 
dasen besonders bestiindig hohen Temperaturen gegentiber, es 
behilt seine oxydierenden Eigenschaften (wir meinen hier die 
Guajakreaktion) nicht nur bei momentaner Erwarmung aut 
100° C., sondern auch nach 5—8s Minuten langem Kochen. 
Doch verfolgt man Schritt fiir Schritt die oxydierenden Eigen- 
schaften des Maltins bei den verschiedenen Temperaturen, 
so zeigt sich, dab, in gewissen Grenzen, je hoher die Tempe- 
ratur der Maltin-Lésung ist, um so energischer und schneller 
die Reaktion der Peroxydase beginnt; so ist sie bei 50° C. 
ausgepriigter als bei 40° C., bei 70° C. stirker als bei allen 
betreffenden niedrigeren Temperaturen; bei 75—76° C. aber 
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fiingt die Reaktion an schwach zu werden, und bei 81—82° 
kommt sie garnicht zustande: die zur schnell erwiirmten 
FermentlOsung hinzugefiigte Guajaktinktur verandert sich nicht 
und dasselbe gilt in noch hdherem Mabe fiir hGhere Tempera- 
turen. Bei genauerer Analyse dieser Tatsache kamen wir zu 
dem Schlu$8, daB der Grund fiir die besondere Bestindigkeit 
der Oxydase in der Regeneration der fermentativen Eigen- 
schaften zu suchen ist, diese Regeneration tritt schnell beim 
Fallen der Temperatur ein. Die Oxydase ist nicht deshalb be- 
stiindig, weil bei den hohen Temperaturen irgendein Teil des 
Fermentes nicht zerstOrt wird, sondern weil dieses Ferment 
die Eigenschaft hat, in einen latenten, nicht wirksamen Zustand 
iiberzugehen, und zwar schon bei verhaltnismiifiig niedrigeren 
Temperaturen, um dann wieder beim Fallen der Temperatur 
die verlorenen Eigenschaften teilweise wiederzugewinnen. 

Je linger und stirker die Einwirkung der hohen Tempe- 
ratur ist, eine je liingere Zeit ist auch fiir den riickgiingigen 
ProzeB!) notwendig, und um so unvollkommener ist dann dieser 
Prozeb, und bei geniigend langdauerndem Einflufi von hohen 
Temperaturen kann das Ferment endgiiltig seine spezifischen 
Kigenschaften verlieren; das wird, wie man annehmen kann, 
der Fall sein, wenn der organische Teil der Fermentmolekiile 
eine weitgehende und nicht riickgiingig zu machende Veriinde- 
rung erfiihrt. 

Wir halten es fiir wichtig, noch eine Beobachtung hier 
anzufiihren: Die Oxydase bis zu 80° C. (und dariiber) erwarmt, 
also in ihrem untitigen Zustande, zeigt gerade entgegengesetzte 
Kigenschaften, das heifit, sie desoxydiert. Wenn wir zu einer 
Maltinl6sung, welche auf 80° C. (und hoher) erwiirmt ist, eine 
bei gewohnlicher Temperatur mit demselben Ferment schon 


‘) Da wir es hier mit einer neuen Tatsache zu tun haben, so ist 
es uns sehr schwer, die richtige Terminologie zu finden, das Schwinden 
der fermentativen Eigenschaften und das Wiederauftreten derselben kann 
sowohl durch «riickgangiger Prozef\» oder Reaktion, oder «Riickgangig- 
keit» bezeichnet werden, als auch durch Ausdriicke allgemeineren Cha- 
rakters, wie «Wiederentstehung» und «Regeneration», Die Zukunft wird 
uns lehren, welche Ausdriicke vorzuziehen sind. 
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oxydierte Guajaktinktur hinzufiigen, so tritt sehr schnell (nach 
1/21 Min.) die Entfiirbung der Mischung ein; daf wir es hier 
mit einer Desoxydierung zu tun haben, ist daraus zu ersehen, 
dafi es nur notig ist, eine solche Loésung abzukiihlen und eine 
neue Portion Maltin hinzuzuftigen, damit die Guajaktinktur 
wieder blau wird. Dieses Experiment kann mit demselben Re- 
sultat mehrmals wiederholt werden. 

Da wir einerseits die Tatsache des Einwirkens der Dia- 
stase auf Stiirke auch nach der Beeinflussung des Ferments 
durch sehr hohe Temperaturen bewiesen haben, und anderseits 
auch das schnelle und vollkommene Verschwinden der Eigen- 
schaften dieses Fermentes bei einer Temperatur von ca. 80° C, 
kennen, miissen wir annehmen, dali die erste Erscheinung auf 
den ProzeB der Regeneration, resp. auf die Wiederherstellung 
der diastatischen Eigenschaften, die nur zeitweilig beim Kochen 
verloren gegangen waren, zurtickzufihren ist. 

Der Beweis der Richtigkeit dieser SchluBfolgerung wird 
durch unsere weiteren Versuche erbracht. Diese Versuche, die 
wir mit einigen Worten erwahnen wollen, sind einfach. Eine 
filtrierte Takadistaselésung wird in einem Glaskolben bis auf 
85—90° C. erwiirmt und dann schnell auf Zimmertemperatur 
abgekiihlt: diese L6sung wird nun in einige gleiche Portionen 
geteilt, deren eine mit einem gewissen Quantum des Substrats 
unmittelbar nach der Abkiihlung versetzt wird («das Anfangs- 
probierglaschen» der Tabelle 2), die anderen erst nach 
einem gewissen Zeitabschnitt (von 1/2, 1 und 2 Stunden usw.), 
wiihrend dessen das Ferment abgekiihlt gestanden hat; weiter- 
hin lassen wir die Hydratation der Starke in allen Fallen in 
einem gleichen Zeitabschnitt (z. B. 15 Min.) und bei gleieher 
Temperatur vor sich gehen, und titrieren darnach. Die Resul- 
tate derartiger Versuche sind folgende: je linger das erwarmte 
(und abgekiihlte) Ferment sich selbst tiberlassen bleibt, um so 
stiirker zeigt sich resp. entwickelt sich die fermentative Kraft, 
wenn z. B., das Ferment unmittelbar nach der Abkiihlung mit 
der Stiirke vereinigt eine fermentative Kraft von 1 Einheit hat, 
so besitzt das 1 Stunde in der Luft gestandene Ferment eine 
Kraft von bis 3 Einheiten usw. usw., mit andern Worten, mit 
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dem liingeren Stehen des Ferments beginnt immer mehr und 
mehr seine Regeneration, die Wiederherstellung der bei der 
Erwarmung verloren gegangenen Eigenschaften. 

In der Tabelle Nr. 2 fiihren wir einige Zahlen an, die 
das Gesagte illustrieren. 


Tabelle Nr. 2. 
Regeneration der diastatischen Eigenschaften 
des Ferments nach dessen Erwarmung (Hydratation bei gewéhn- 
licher Temperatur.) 
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Tabelle Nr. 2. Fortsetzung. 
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Dieses sind in allgemeinen Ziigen die Tatsachen, die unsere 
Versuche und Beobachtungen ergeben haben, an die wir fol- 
gende allgemeine Schlubfolgerungen kniipfen. 

Wiisserige Lésungen von Takadiastase erweisen sich hohen 
Temperaturen gegeniiber sehr besténdig. Nicht nur bei einer 
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Temperatur bis zu 100° C., sondern auch nach 1stiindiger Er- 
wirmung bei 100° C., oder !/sstiindiger bei 115° C., behalt 
dieses Ferment bis zu einem gewissen Grade seine spezifischen 
Kigensehaften. Diese Erscheinung wird bedingt durch die Re- 
veneration der fermentativen Kigenschaften. Der Ver- 
lauf dieses Prozesses ist sehr verschieden und hiingt ab von 
der Stiirke der einwirkenden Temperatur auf das Ferment und 
von der Temperatur, bei welcher die Regeneration beobachtet 
wird. Einige Préaparate von Takadiastase besitzen die Kigen- 
schaft der direkten Regeneration, d.h. sie regenerieren 
von selbst ohne Substrat; andere Priéiparate sind nur zu einer 
indirekten Regeneration fahig, sie verlangen fiir den Be- 
ginn des Prozesses die Anwesenheit von Stiirke. 

Welches der Grund dieses Unterschiedes ist, kOnnen wir 
nicht sagen, jedenfalls je stiirker das Ferment, um so eher 
kjnnen wir von ihm eine direkte Regeneration erwarten. 

Die fermentativen Eigenschaften von wisserigen 
Losungen der Takadiastase gehen schon in den ersten 
Augenblicken der Einwirkung einer Temperatur von 
80° C. verloren. 

Studiert man die Regeneration des Ferments nach kurz- 
dauernder Erwarmung bei 80—85° C., so zeigt sich, dali bei 
einer Temperatur von 50° C. und einer hdheren eine Rege- 
neration nicht zustande kommt; bei einer Temperatur von 45° C. 
tritt entweder die Regeneration auch nicht ein, oder wenn 
sie elntritt, dann nur in einem sehr schwachen Mabe, um wieder 
bald (nach 2—3 Stunden) zu verschwinden; bei einer Tempe- 
ratur von 40° C. geht die Regeneration am energischsten vor 
sich, aber nach 4—5—6 Stunden beginnt sie abzunehmen; bei 
gewOhnlicher Temperatur beginnt die Regeneration der Diastase 
verhiltnismaBig langsam, steigt aber lange Zeit (1 Tag und 
langer) und wird vollstindiger als bei 40° C.: also die 
Temperatur tibt einen groBen Einflu& auf die Rege- 
neration der diastatischen Eigenschaften aus. 

Weniger konzentrierte Lésungen von Takadiastase 
sind bestaindiger Temperaturen gegeniiber, d. h. sie geben 
cine volkommenere Regeneration. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 20 
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Der Begriff eines Optimums der Temperatur fiir die Fer- 
mentwirkung ist sehr bedingt; dieses Optimum hiingt ganz von 
dem Zeitabschnitt ab, wahrend welchem der ProzeB beobachtet 
wird. Je kiirzer die Zeit der Beobachtung, um so _ hoher jst 
dieses Optimum und umgekehrt. 

Dialysierte Takadiastase-Praparate sind, gleich gewoéhn- 
lichen, der Regeneration nach dem Kochen fihig. 

Das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein yon 
spezifischen Eigenschaften in der Fermentlésung und 
ebenso ihre spezifische Wirkung sind nicht mit einer Ver- 
inderung der elektrischen Leitbarkeit dieser L6sungen 
verbunden. 

Der kolloidale Charakter der Takadiastase-Lésung, welcher 
im Ultramikroskop beobachtet wird, veriindert sich auch ei 
sehr hohen Temperaturen (z. B. bei 240° C.) nicht. Die Oxy- 
dase Maltin (resp. Peroxydase) behilt noch eine schwache 
oxydierende Eigenschaft auch nach 10 Minuten langem Fr- 
wiirmen im Wasserbade bis zu 100° C. Nach noch lingerem 
Krwiirmen (15—20 Min.) verschwinden die fermentativen Eigen- 
schaften, doch kehren sie nach einem gewissen Zeitabschnitt 
wieder, also die Oxydase regeneriert sich gleich der 
Takadiastase. Eine noch stiirkere Temperatureinwirkung 
beraubt die Oxydase des RegenerationsvermOgens. 

Die Oxydase Maltin wird schon bei einer Temperatur 
von 80-—82° C. unwirksam, sie verliert ihre fermentativen 
Kigenschaften. 

Deshalb mul} die «Bestindigkeit» dieses Ferments, d. h. 
das Vorhandensein der spezifischen Kigenschaften nach 10 Mi- 
nuten langer Erwiirmung nicht durch Reste von Ferment, 
welche unzerstért von der hohen Temperatur geblieben, er- 
kliirt werden, sondern durch den riickgaingigen Prozeli, 
durch die Regeneration der Oxydase, welche mit dem Ab- 
kiihlen der Losung beginnt. 

Die Oxydase, in den untatigen Zustand tiberge- 
fiihrt, also bei einer Temperatur von 80° C. und hoher, 
zeigt direkt entgegengesetzte Eigenschaften und zwar 
die Eigenschaft der Desoxydation. 
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Die Maltinldsung hellt nach einem gewissen Zeitabschnitt 
eine Starkel6sung auf, auch nach 10 Minuten langer Erwiir- 
mung im Wasserbade mit der Stirke zusammen, also wird 
die letztere in einen ldslichen Zustand iibergefiihrt, Zucker 
wird jedoch dabei gar nicht gebildet: mit anderen Worten 
also ist die Amylase noch wirksam, wihrend die Wir- 
kung der Amylomaltase schon zerstort ist. 

Die «Bestindigkeit» der Amylase des Maltins wird 
bedingt durch den riickgingigen Prozefi der Regene- 
ration der fermentativen Eigenschaften. 

Amylomaltase des Maltins, Invertin der Takadiastase und 
das amylolytische Ferment des Pankreatins verlieren scheinbar 
ihre fermentativen Eigenschaften schon fiir immer bei einer 
Temperatur bis zu 100° C.; doch bei etwas niedrigeren Tem- 
peraturen lift es sich schon beweisen, dab diese Fermente, 
wenn auch in schwachem Mabe, zur Regeneration fiihig sind. 

Was die Art der Wirkung der Fermente betrifft, so ist 
dieselbe zurzeit noch recht riitselhaft, ebenso wie die Wirkung 
aller _Katalysatoren tiberhaupt. Am ehesten konnen wir uns 
die Fermente oder genauer die Gruppen, welche die Fermen- 
tation vollfitihren, als Seitenketten eines gemeinsamen Kerns, 
eines gemeinsamen Molekiils vorstellen, analog den «Seiten- 
ketten» der Zelle in der Theorie Ehrlichs. Es kann mehrere 
-olcher Seitenketten geben und ihr Charakter kann verschieden 
sein, je nach den chemischen Reaktionen, die sie bewirken. 

Die Voraussetzung von verschiedenen Seitenketten bei 
ein und demselben Grundbestandteil der Fermente findet darin 
ihre Bestétigung, daf} wir imstande sind, einige der fermen- 
tativen Eigenschaften zu zerstéren, wiahrend andere erhalten 
bleiben kénnen. Nehmen wir z. B. eine TakadiastaselOsung 
und erwarmen sie bis zu 70° C., so werden die katalytischen 
Kigenschaften zerstért, doch bleiben die invertierenden und 
diastatischen erhalten: erwiirmen wir die Liésung weiter bis 
zu 100° C., so werden auch die invertierenden und diastati- 
schen Eigenschaften zerst6rt, aber mit dem Unterschiede, dab 
die Ciastatischen sich regenerieren kodnnen, die invertierenden 
aber nicht. Nehmen wir eine Losung von Maltin und erwarmen 
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sie bis zu 100° C., so wird die Amylomaltase zerstort, die 
Amylase aber und die Oxydase konnen sich regenerieren: wenn 
wir nun diese Maltinldsung 15 Minuten kochen, so wird die 
Amylase vollstiéndig zerstért und es kann nur die Oxydase 
sich regenerieren. Wir besitzen also in der Temperatur ein 
Mittel, welches imstande ist, die einen Fermente von den an- 
deren zu trennen, oder genauer gesagt, die einen fermentativen 
Kigenschaften zu zerstOren, wiihrend andere gleichzeitig noch 
erhalten bleiben kénnen. Diese Tatsache spricht fiir den ver- 
schiedenen spezifischen Charakter der vorausgesetzten Seiten- 
ketten, gegeniiber den gleichen Einfliissen verhalten sie sich 
verschieden, dabei geriéit der eine Teil der Seitenketten in 
einen latenten Zustand, den man «Paralyse» nennen kann und 
von dem sie sich erholen kénnen, wiihrend der andere Tei! 
unrettbar «stirbt». 

Ks ist vollstéindig unbekannt, was fiir Verinderungen diese 
Gruppen beim Ubertritt ins latente Stadium erleiden, ob dies 
Prozesse der Dissoziation, Polymerisation, Dehydratation oder 
Prozesse einer intramolekularen Umstellung der Atome oder 
ihrer Komplexe (Inversion); die Entscheidung dieser Fragen 
gehort der Zukunft. 








Stoffwechselversuche mit Elastin. 
Von 


Emil Abderhalden und Ernst Ruehl. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1910.) 


Wir verfolgten mit der folgenden Untersuchung zwei Frage- 
stellungen. Einmal interessierte es uns, zu erfahren, wie dieses 
Albuminoid im tierischen Organismus verwertet wird, und dann 
versuchten wir festzustellen, ob dem Elastin eine eiweifisparende 
Wirkung zukommt. Das Elastin ist ein Protein, das in seiner 
Zusammensetzung wesentlich von derjenigen der gewOhnlichen 
Nahrungsproteine abweicht. Es enthalt viel Glykokoll, Leucin 
und auffallend wenig Glutaminsiéure.!) Histidin ist jiingst in 
einem Abbauprodukt des Elastins, dem sogenannten Hemi- 
elastin, nachgewiesen worden,?) dagegen soll dem ganz «reinen » 
Elastin das Tryptophan fehlen.*) Die Frage der Verwertbarkeit 
von Elastin im tierischen Organismus hat auch praktisches 
Interesse. Elastinhaltige Gewebe werden oft in betriichtlichem 
Umfange zu Wurstwaren verwendet. 

Als Versuchstiere wihlten wir Hunde. Das Elastin stellten 
wir nach der Vorschrift von Richards und Gies*) aus Nacken- 
biindern von Ochsen dar. Das erhaltene Priiparat zeigte nach 
Verdauung mit Pepsinsalzsiure und auch nach Einwirkung von 
25 °/oiger Schwefelsiure bei 37° deutlich positive Glyoxylsiure- 

') Vgl. die Zusammenstellung bei Emil Abderhalden, Neuere 
Ergebnisse auf dem Gebiete der speziellen Eiweifichemie. Fischer, 
lena, 1909. 

2) KE. Wechsler, Zur Kenntnis des Hemielastins, Diese Zeitschrift, 
bd. LXVII, S. 486, 1910. 

8) Vel. hierzu L. Borchardt, Uber die Assimilationsweise der 
Klastinalbumosen. Diese Zeitschrift, Bd. LI, 8. 507, 1907. 

*) Vgl. Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. II, 8. 435, 
1910. 
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reaktion. Ferner gab das Verdauungsprodukt Hemielastinreak- 
tion. Da von friiheren Autoren ein Tryptophangehalt resp. eine 
Glyoxylsiiurereaktion beim Elastin nicht festgestellt werden 
konnte, miissen wir vorlaiufig annehmen, dal trotz aller Rei- 
nigungsversuche unser Elastinpriiparat nicht ganz frei von Bei- 
mengungen war. Wir werden diesem Punkte noch ganz _ be- 
sondere Aufmerksamkeit widmen. 

Die unten mitgeteilten Tabellen geben die erhaltenen 
Resultate wieder. In beiden Versuchsreihen machten wir zu- 
nichst die auffallende Beobachtung, dafi die Resorption des in 
Form des Elastins verabreichten Stickstoffs mehr und mehr 
abnahm. Der Kotstickstoff war in der ersten Zeit gering. Schliel}- 
lich erreichte er sehr hohe Werte. Wir haben, um einen besseren 
Kinblick in die einzelnen Bilanzen geben zu kénnen, den Kot- 
stickstoff in einer besonderen Rubrik vom aufgenommenen 
Stickstoff abgezogen. Die immer schlechter werdende Aus- 
niitzung des Elastins erschwert etwas die Beurteilung der Re- 
sultate. Sicher ist das Elastin dem Fleisch nicht gleichwertig. 
Es vermochte dieses nicht zu ersetzen. Durch Casein und 
andere der gewohnlichen Nahrungsproteine wiire ein Ersatz 
sicher moOglich gewesen. Elastin ist ohne Zweifel den gewohn- 
lichen Proteinen nicht gleichwertig. Dagegen ist es ohne Zweifel 
imstande, Eiweif zu sparen. Dafiir sprechen die Versuchs- 
perioden, in denen entweder ausschlieflich Elastin gegeben 
wurde oder aber neben Fleisch Elastin zugefiihrt wurde. Da 
dem von uns verfiitterten Elastin kein bekannter Baustein ganz 
fehlte, so schien es uns moéglich, bei sehr reichlicher Elastin- 
zufuhr schlieBlich zu einem Stickstoffgleichgewicht zu kommen. 
Leider scheiterten vorliiufig alle diese Versuche daran, daf die 
Resorption nach wenigen Tagen so stark herabging, daf bald 
wieder negative Bilanzen und Gewichtsverluste auftraten. Jeden- 
falls scheint das von uns verwendete Elastin dem Leim, dem 
Bausteine ganz fehlen, tiberlegen zu sein. 

Wir haben bei Gelegenheit dieser Versuche den Harn 
der Versuchstiere nach den Angaben von Borchardt!) auf 








') L. Borchardt, 1. c. und Uber das Vorkommen von Nahrungs- 
albumosen im Blut und im Urin. Diese Zeitschrift, Bd. LVI, 8. 305, 1908. 
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Hemielastin untersucht. Der Erfolg war stets ein negativer. 
Wir priiften zunichst den unverdiinnten Harn. Dann dampften 
wir ihn auf ein Zehntel ein usw., bis schlieblich nur noch eine 
ganz geringe Fliissigkeitsmenge tibrig blieb. SchlieSlich ver- 
einigten wir die konzentrierten Harne verschiedener Tage und 
engten noch weiter ein. Trotz aller Bemiihungen vermochten 
wir an keinem Tage auch nur eine Andeutung einer Elastin- 
reaktion festzustellen. Dagegen wurde die Reaktion sofort 
positiv, wenn wir dem Harn sehr geringe Mengen einer pep- 
tischen Verdauungsfliissigkeit von Elastin zusetzten. Biuret- 
reaktion war gleichfalls nie vorhanden. 

Wir haben auf Grund dieser Beobachtungen zwei Hunden 
je 60 g Elastinpulver in Milch vermischt gegeben. Die beiden 
Versuchstiere nahmen das Futter freiwillig auf. Sie hatten vor 
der Fiitterung 48 Stunden gehungert. Hund 1 wog 3500 g. Er 
wurde 5 Stunden nach der Elastineingabe getitet. Hund 2, 
vom Korpergewicht 5000 g, toteten wir 6 Stunden nach der 
Fiitterung. In beiden Fallen war der Magen noch mit reich- 
lichen Mengen von fast unveriindertem Elastin gefiillt. Von der 
Milch waren nur noch Spuren zu entdecken. Bei beiden Ver- 
suchen entbluteten wir die Tiere in Athernarkose von der Pfort- 
ader aus. Im ersten Falle gewannen wir 200 ccm Blut und 
bei Hund 2 300 cem. Wir haben ferner den Magen und den 
ganzen Diinndarm, die Leber, die Nieren und die Milz zur 
Untersuchung auf Hemielastin verwendet. Ferner priiften wir 
den Mageninhalt auf dieses Abbauprodukt aus Elastin. Wir 
hielten uns bei der Verarbeitung des blutes und der Organe 
genau an die Vorschriften von Borchardt. Wir gingen nur 
insofern weiter als er, dali wir nach den negativen Ergebnissen 
alle Organriickstiinde immer und immer wieder mit kaltem 
Wasser zerrieben und ausprefiten. Stets priiften wir auch hier 
in verschiedenen Konzentrationen auf Hemielastin. Das Resultat 
war stets ein vollig negatives. Auch der aus der Harnblase 
entnommene Harn gab keine Reaktion. Stets war auch die 
biuretreaktion negativ. Wir hatten nach der Mitteilung von 
Borchardt mit Bestimmtheit eine positive Reaktion erwartet 
ind vermutet. daf vielleicht die unzweifelhaft vorhandene ge- 
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ringere Verwertbarkeit des Elastins verglichen mit den _ ge- 
wOhnlichen Nahrungsproteinen darauf zuriickzufiihren sei, das 
ein Teil des Elastinstickstolffs dem Organismus in Form von 
Hemielastin entzogen wird. Fiir unsere Versuchstiere haben 
wir nach dieser Richtung keine Anhaltspunkte gewinnen kénnen. 
Borchardt hat im Gegensatz zu unserer Feststellung die Hemi- 
elastinreaktion im Blute und den Geweben beobachtet. Wir 
diirfen deshab aus unseren Versuchen vorliiufig nur schliefen, 
dai nach Verabreichung grofier Elastinmengen und nach tiber 
viele Tage sich erstreckender Fiitterung von Elastin Hemielastin 
weder im Harne, noch im Blute und den Geweben zu erscheinen 
braucht. Wir betrachten die ganze Frage noch nicht fiir spruch- 
reif und werden durch weitere Versuche festzustellen suchen, 
unter welchen Bedingungen Hemielastin die Darmwand passiert. 








Uber den Schwefel- und Cystingehalt der Keratine von 
Gefliigelarten. 
Von 
Hans Buchtala. 


(Aus dem Institute fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. September 1910.) 


Als Ergiinzung zu meiner Arbeit!) «Uber das Mengen- 
verhiltnis des Cystins in Hornsubstanzen» untersuchte ich auch 
die Hornsubstanzen von Gefliigelarten und fand in Bestitigung 
meiner friiheren Abhandlung, dai die Federn analog den Haaren 
einen grOberen Gehalt an Schwefel und Cystin enthalten, als 
die Krallen oder die Epidermisschuppen der Zehen. Wie in 
der friheren Arbeit wurde auch hier das Cystin aus dem Schwe- 
felgehalte des Cystinniederschlages berechnet. Trotz der ver- 
hiiltnismibig geringen Mengen des in Arbeit genommenen Ma- 
teriales gelang es mir, das Cystin rein in Substanz zu gewinnen. 


I. Gansefedern. 

Die Giinsefedern zeigten einen Wasser- und Aschegehalt 
von zusammen 10,83°/o. Der Schwefelgehalt der wasser- und 
aschefreien Substanz betrug 3,15°/o. 

0.7494 ¢ lufttrockener Substanz gaben 0,1541 g BaSQ,. 

Fiir die Cystinbestimmung wurden 100 g entfetteter, luft- 
trockener Giinsekiele mit 450 ccm 21°/oiger Salzsiure 7 Tage 
lang auf dem Wasserbade hydrolysiert. Nach dem Abdestil- 
lieren der Salzsiure im Vakuum wurde unter Alkoholzusatz 
mit Natronlauge neutralisiert und mit Essigsiéiure angesiuert. 
Der nach 5 Tage langem Stehen gewonnene Niederschlag wurde 
in Ammoniak gelost und das Fliissigkeitsvolumen auf 500 ccm 


‘ Diese Zeitschrift. Bd. LIT, S. 474. 
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erginzt. Davon dienten zweimal je 25 ccm zur Schwefel- 
bestimmung. 


97 g BaSO, entsprechend 1,5096 g S in 50 ccm 


I. ergab: 0, 
5425 >» > 1.4898 » » dO 


a. *« -@ 
Die aus dem Schwefelgehalt berechnete Cystinmenge er- 
gibt in bezug auf die getrocknete Substanz in Probe I einen 
Cystingehalt von 6,34°/o, in Probe II einen Cystingehalt von 
6,26°/o. 
Im Mittel ergibt sich demnach bei den Giinsefedern ein 
Gehalt von 6,380°/o Cystin. 


II. Hiihnerkrallen. 


Die Krallen wurden nach dem Abbriihen der Hiihner los- 
geschilt, von Verunreinigungen und fremden Bestandteilen 
mechanisch gereinigt und mit Alkohol sowie Ather extrahiert. 
Der Wasser- und Aschegehalt der lufttrockenen Substanz be- 
trug 10,04°/o. Bei der Schwefelbestimmung wurden von 0,4817 g 
bei 110° getrockneter Substanz 0,0800 g BaSO, erhalten, was 
einem Schwefelgehalt von 2,28°/o entspricht. 

Zum Zwecke der Cystinbestimmung wurden 23,9 g luft- 
trockener Hiihnerkrallen in Arbeit genommen, sodafi 21,5 g in 
Rechnung kommen. Dieselben wurden in der friiher angegebenen 
Weise hydrolysiert, der gewonnene Cystinniederschlag wurde 
gelést und die Fliissigkeitsmenge auf 250 cem aufgefiillt. 25 ecm 
dieser LOsung dienten zur Schwefelbestimmung und ergaben 
0,0892 g BaSO,, entsprechend 0,1225 g 5 in 21,5 g des unter- 
suchten Materiales. Auf Cystin umgerechnet ergibt das einen 
Gehalt von 2,14°/o Cystin. 


III. Epidermisschuppen von Huhnerzehen. 


Das zu untersuchende Material wurde in iihnlicher Weise 
wie die Krallen gewonnen und gereinigt: es zeigte einen Wasser- 
und Aschegehalt von zusammen 12,95°/o. 

0,6500 g Substanz, bei 110° getrocknet, gaben 01040 g BasQ,. 

Dies entspricht einem Schwefelgehalt von 2,20°/o. 

60 g der Substanz wurden in gleicher Weise wie friher 
hydrolysiert. Eine Abscheidung von freiem Schwefel im Kolben- 
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halse, wie dies bei der Hydrolyse von Hornspaénen aus dem 
tinderhorn der Fall war, wurde selbst nach 2 Monate langer 
Dauer bei keiner der drei Hydrolysen beobachtet. Der ge- 
wonnene, in Ammoniak geliste Niederschlag von Cystin zeigte 
bei zwei gut tibereinstimmenden Schwefelbestimmungen in je 
25 cem der auf 250 ccm ergaénzten Losung (entsprechend 0,1384 g 
und 0,1373 g BaSO,) einen Schwefelgehalt von 0,2623 g fiir 
52.23 g wasser- und aschefreien Materials. Aus dem Schwefel- 
gehalt ergibt sich die berechnete Menge von 1,88°,o Cystin. 

Die Schwefelbestimmungen wurden, wie in der friiheren 
Arbeit, durch Schmelzen der Substanz mit Natriumhydroxyd 
und Salpeter in einer Porzellanschale ausgefiihrt. 


Isolierung von Cystin aus Koilin. 


Bezugnehmend auf die Arbeit!) von K. b. Hofmann und 
Fritz Pregl «Uber Koilin» habe ich zu ergiinzen, dab es mir 
gelungen ist, aus einer griBberen Menge dieses Materials (100 g) 
etwas mehr als ein halbes Gramm Cystin in Substanz rein 
zu isolieren. Das Cystin krystallisierte in typischen, sechs- 
seitigen Nadeln und gab sehr stark die Schwefelbleireaktion. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LI, S. 464 (1907). 








Weitere Beitrage iiber parenterale Eiweifzufuhr. 
Von 
Kornél vy. Kérésy, Assistent des Institutes. 
(Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, September 1910.) 


Meine in dieser Zeitschrift verOffentlichten!) Versuche 
ergaben, dafi parenteral zugefiihrtes EKiweif —- fremdes, vor- 
erwiirmtes Serum, Vitellin — auch in dem Falle nur spur- 
weise im Harne erscheint, wenn der Darm aus der Zir- 
kulation ausgeschlossen wurde: hieraus zog ich den wahr- 
scheinlichen SchluB, daf dem Darme bei der Aufarbeitung par- 
enteral zugeftihrten Eiweifies keine entscheidende, unersetz- 
bare Rolle zukommt. Ich kann aber auf Grund weder der 
erwiahnten, noch der hier mitzuteilenden Versuche die von 
freund?) aufgeworfene Frage, ob dem Darme im intermediiren 
Kiweibstoffwechsel eine wichtige — wenn vielleicht auch nicht 
unersetzbare — Rolle zukommt, definitiv entscheiden; ich 
konnte sogar in meiner erwihnten Arbeit fiir diese Auffassung 
mehrere analoge Fille anfiihren. Inzwischen erschien eine Mit- 
tellung von Abderhalden und London;*) sie bestimmten 
in ihren Versuchen den N-Gehalt des aus einer Diinndarmfistel 
beim Hunde erhaltenen Chymus und fanden denselben nicht 
vermehrt, wenn sie in die Jugularvene eine CaseinlOsung ein- 
‘lOBten. Diese Versuche sprechen also so wie die meinigen gegen 
die entscheidende Bedeutung des Darmes. 

In Zusammenhang mit meinen Versuchen blieben aber 
einige Punkte unentschieden, zu deren Klarstellung ich die 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 76 (1909). 

*) E. Freund, Zeitschrift f. exp, Pathol. u. Ther., Bd. IV, 8. 1 (1907). 

*) E. Abderhalden und E. S. London, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, 
S. 237 (1909). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX, 21 











6 , r ’ re 7 
O14 Kornél v. Kérésy, 





hier mitzuteilenden Versuche unternahm. Namentlich wollte 
ich mit Riicksicht auf die Beobachtungen von Mendel und 
Rockwood!) bei Injektion von Excelsin, untersuchen, ob unter 
den erwiihnten Bedingungen keine grOferen Mengen von Albu- 
mosen im Harne auftreten, ferner ob das erwahnte Resultat 
meiner Versuche nicht dadurch bedingt war, daf ein Teil des 
Darmkanales aus der Zirkulation nicht ausgeschlossen war. 


Die bei den Operationen befolgte Methode blieb im wesent- 
lichen unveriindert. Ich verinderte sie nur insoferne, als ich 
nach Unterbindung der beiden Artt. mesentt. das Mesenterium 
vom Ende des Duodenums angefangen fortsetzungsweise unter- 
band und dann den Darm von daselbst bis nahe an das 
Ende des Rectums ausschnitt. Ferner unterlieR ich bei den 
letzten Versuchen die Seiteniiste der Art. mesent. sup. zu unter- 
binden (a. a. O. S. 70) und band die Pfortader unter dem 
Ursprung derselben in diese Arterie. Einen Versuch fihrte ich 
mit vollstiindiger Entfernung des Magendarmkanales aus. Den 
Magen unterband ich knapp an der Cardia: das Omentum 
wurde unter dem Magen durch mehrere Fiden fortsetzungs- 
weise unterbunden. Bei der Isolierung des Duodenums vom 
Pankreas wurde der an das Duodenum fest anliegende Teil 
des letzteren etwas beschiidigt und dadurch himorrhagisch. 
Die Schnittenden des Darmes bezw. Magens wurden immer in 
der Weise verniiht, daf nach auben zu Serosa zu liegen kam. 

Die chemischen Methoden blieben im wesentlichen auch 
unverindert. Zum qualitativen Nachweise der Albumosen_ be- 
diente ich mich des Verfahrens von Morawitz und Dietschy:”) 
zu ihrer quantitativen Bestimmung wahilte ich nach vielfachen 
Versuchen die Fallung durch Zinksulfat nach Anséuerung mil 
Schwefelsiiure.*) Es wurden zwar dadurch gewif auch andere 
Harnbestandteile mitgefillt, die Menge derselben muf aber 
verschwindend sein, da wie ersichtlich im normalen (vorher 


') L. B. Mendel und E. W. Rockwood, Americ. Journ. of Physio- 
logy, Bd. XII, S. 347 (1904). 
2) P. Morawitz und R. Dietschy, Archiv f. exp. Pathol, und 


Pharm., Bd. LIV, S. 98 (1906). 
Vaubel, Quantit. Best. organ. Verbind., Bd. I, S. 223, Berlin 1902 
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sewonnenen) Harne die so erhaltene N-Menge nur unerheblich 
crober ist als die durch Koagulation nach Devoto gewonnene 
‘s. auch meine erste Versuchsreihe). Der N einer Caseinlésung 
wird zu 99°/o durch Zinksulfat gefillt. Dasselbe Verfahren wurde 
befolat, um meine Vitellinversuche der ersten Serie (Vitellin 
aus Ktirbissamer, Griibler) zu kontrollieren; dasselbe koagu- 
liert niimlich unvollstindig, weshalb es wiinschenswert erschien, 
die in diesem Falle ausgeschiedene Eiweifimenge auch auf eine 
andere Weise zu bestimmen. Der Eiweifigehalt des Harnes wurde 
in dieser zweiten Serie nur durch einzelne Analysen ermittelt. 

Ich achtete ferner darauf, dafi die Versuchszeit immer 
acht Stunden dauere. Die Reduktion verschieden lang anhal- 
tender Versuche auf die gleiche Zeitdauer ist niimlich immer 
in gewissem Grade willkiirlich, weil sie die Annahme in sich 
birgt, daB der beobachtete Vorgang mit der Zeit proportional 
verliiuft, was bel meinen Versuchen, wie ich mich bei einer 
Gelegenheit tberzeugen konnte (Vers. IV) nicht zutrifft, da 
anfangs mehr Eiweili ausgeschieden wird, als spiiter. Dieser 
(mstand kann uns iibrigens in jJener Beziehung beruhigen, 
daB die Versuchszeit, welche vielleicht zu kurz erscheinen mag 

- bis zum niichsten Morgen tiberlebten die Hunde, wie er- 
wihnt, die Operation nicht —, tatsiichlich gentigend lang war. 
Da nimlich der gr6fte Teil der an und fiir sich kleinen Eiweif- 
menge in der ersten Periode der acht Stunden ausgeschieden 
wurde, kénnen wir nach der achten Stunde auf eine Eiweili- 
menge rechnen, die noch unter derjenigen der zweiten Periode 
bleibt. Dies steht iibrigens in Ubereinstimmung mit den Be- 
obachtungen von Forster!) und Buglia?) Eiereiweih bezw. 
Gelatine betreffend. 

Ich wollte meine Versuche auch auf das Casein aus- 
dehnen, weil ich eine vom Serumeiweif verschiedene, aber 
weniger fernstehende Eiweifart suchte als das erwihnte Vi- 
tellin. Zu meiner gréften Uberraschung starben mir aber 
mehrere Hunde nacheinander einige Stunden danach, daf ich 


1) Forster, Sitz.-Ber. d. math.-phys. Cl. d. bayer. Akad., Bd. V, 
>. 206 (1875); und Zeitschrift f. Biol., Bd. XI, S. 496 (1876). 
*) G. Buglia, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, 5. 215 (1909). 
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ihnen nach Ausschaltung der Darmzirkulation eine Caseinlésung 
Injizierte, was bei den tibrigen mit anderen Eiweifarten aus- 
vefiihrten zahlreichen Versuchen nur ein einziges Mal vorkam 
‘erste Reihe Nr. XII[). Ein Hund tiberlebte geniigend lange, die 
Aufarbeitung des Versuches mifgltickte aber leider. Ich will aber 
erwiihnen, daf in einem orientierenden Versuche mit Casein- 
injektion und offener Darmzirkulation mit Neumeisters?) Befund 
libereinstimmend, gegeniiber den Beobachtungen von Munk und 
Lewandowsky?) und einer gelegentlichen Bemerkung von 
Oppenheimer®) (Milcheiweif = Casein ?), ein sehr groBer Teil 
des Caseins in durch Zinksulfat fallbarer, also gewih wenig ver- 
iinderter Form im Harne erschien (in 8 Stunden ca. 30°/o). 
Ahnlich scheint sich auBer dem Eiereiweif nach den Un- 


tersuchungen von Bugliat) — obgleich keine quantitativen 
Bestimmungen ausgefiihrt wurden — der Leim zu verhalten: 


er scheint nach intravendser Injektion beim Hunde in grober 
Menge in den Harn tiberzutreten. Dies stimmt mit der Beobach- 
tung von Klug®) tiberein, wonach einem Hunde intravenés 
injizierter Leim lange Zeit nachher im Blute nachweisbar ist, 
steht aber in geradem Gegensatz zu dem Befunde von Munk 
und Lewandowsky?) am Kaninchen. Dieses Verhalten des 
Leimes bekriiftigt meine Bemerkung,*) da&8 Leim und Elastin 
— vielleicht als Albuminoide — in den Organismus eingefiilirt 
sich sehr resistent verhalten. 


Die Resultate meiner Versuche fasse ich in der folgenden 
Haupttabelle zusammen. 

Versuche I und II waren die erwahnten Caseinversuche. 
In dem zu Ende des dritten Versuches gewonnenen Harne 


') R. Neumeister, Sitz.-Ber, d. phys.-med. Gesellsch., Wiirzburg, 
1889, S. 64. 

?) J. Munk und M. Lewandowsky, Archiv f. (An. u.) Physiol., 
L899, Suppl., 5. 73. 

8) (. Oppenheimer, Hofm. Beitr., Bd. IV, S. 269 (1904). 

{ee 

*) F. Klug, Pfliigers Arch., Bd. XLVIII, S. 100 (1891). 

‘) K6résy, Ber. d. XVIIL internat. mediz. Kongr. zu Budapest, 1909, 
Bd. Il, S. 115 (Druckfehier 2. Zeile v. unten: lies Elastin statt Leim). 
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gelang es mir, die Anwesenheit von Albumosen nach Mora- 
witz und Dietschy nachzuweisen. Bei dieser Gelegenheit be- 
stimmte ich auch die durch Kochen mit Alkohol koagulierbare 
N-Menge nach Auswaschen des Niederschlages mit heifiem 
Wasser: es war 8 mg gegeniiber den 16 mg durch Koagula- 
tion nach Devoto gewonnenen N. Ich will erwiihnen, dal} das 
alkoholische Filtrat beim Einengen auf dem Wasserbade eine 
neue Koagulation zeigte, weswegen ich nochmals filtrierte, mit 
heiBem Wasser wusch, und den N des Filterriickstandes zu 
demjenigen des ersten addierte. Bei der Eiweifbbestimmung nach 
Devoto kam es Ofter vor, daB sich das Filtrat beim Aus- 
waschen des Niederschlages etwas triibte; bei Versuch III wieder- 
holte ich die Koagulation und addierte die so gewonnene N- 
Menge zu derjenigen des ersten Koagulums. 

Versuch IV beweist, dafi aus dem injizierten Vitellin wirk- 
lich nur Spuren in den Harn tibertraten, bezw. daB die Vitellin- 
injektion nur eine minimale Eiweifausscheidung verursachte, 
auch in dem Falle, wenn die Eiweifibestimmung durch Fallung 
mit Zinksulfat geschieht (vgl. Tab. I dieser Serie mit Tab. II der 
ersten). Bei diesem Versuche fand sich unter dem Kiifig 14,5 ccm 
Harn mit 0,10°/o Eiweib-N; durch Katheterisieren liefHen sich 
weitere 13 cem gewinnen mit 0,015°/o. In der ersten Periode 
des Versuches schied also der Hund einen viel eiweifreicheren 
Harn aus, also wihrend gleicher Zeiten gewif auch nach dem 
Gewichte mehr Eiweifi anfangs als spater. 

In Versuch VI und VII wollte ich tiber die Menge der 
ausgeschiedenen Albumosen Aufklirung erhalten. Diesen Mengen 
entsprechen die Unterschiede zwischen den koagulierbaren und 
durch Zinksulfat fiillbaren N-Mengen, die so klein sind, dab 
es sich nur um geringste Spuren von Albumosen handeln kann. 
Es ist sogar auffallend, daf dieser Unterschied in den normalen 
Harnen vor Beginn des Versuches gré8er ist, als zu Ende des 
Versuches. 

Versuch VI ist wichtig, weil der Darmtrakt von der Car- 
dia bis zum Enddarm ausgeschnitten wurde und doch nicht 
mehr EiweiB auftrat, als in meinen alteren Versuchen, in welchen 
Magen und Duodenum aus der Zirkulation nicht ausgeschaltet 
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waren. Bei diesem Versuch trat auch Zucker im Harne auf. Die 
Zeitdauer dieses Versuches ist etwas unsicher: ca. 6' 2 Stunden 
nach Beendigung der Injektion lebte der Hund noch, eine Stunde 
spiiter wurde er tot vorgefunden und beim Katheterisieren die 
Blase ausgedritickt. 

In Versuch VII wollte ich eine Beobachtung von Giirber 
und Hallauer!) kontrollieren, ob néamlich und wieviel des 
in die Venen injizierten Eiweibes durch die Galle zur Aus- 
scheidung gelangt. Die genannten Autoren konnten die An- 
wesenheit von Casein nach intravendser Injektion desselben 
in der Galle qualitativ nachweisen, was aber Mendel und 
Rockwood?) nicht bestiitigen konnten. Es gelang mir, die An- 
wesenheit koagulierbaren Eiweibes in der Galle nach Brauer?) 
nachzuweisen. Die quantitative N-Bestimmung, welche ich nach 
Filtrieren des Gerinnsels und oft wiederholtem Waschen mit 
siedendem Wasser ausfiihrte, zeigte, dab die wiihrend der ersten 
8 Stunden durch die Galle ausgeschiedene Menge sehr gering 
war: 4,2 mg. 

Der zu diesem Versuche gebrauchte Hund hungerte 2!/2 
Tage lang vor Beginn des Versuches; die Operation nach lin- 
gerem Hungern zu unternehmen, ware wohl zu gewagt gewesen. 
Wihrend der dem Versuche vorausgehenden 22!'/2 Stunden 
wurden 2,02 g Gesamt-N ausgeschieden, wahrend der 8 Stunden 
des Versuches 0,86 g, wovon also 0,14 g dem Plus tiber dem 
Hunger-N entspricht. Es wurde in den Harnen auch die Harn- 
stoffmenge (+- Ammoniak) nach Folin‘) bestimmt und dieselbe 
im Hunger sowie wiihrend des Versuches unveriindert zu 85°/o 
cefunden. Wir kénnen selbstversténdlich nicht behaupten, dab 
die gefundene N-Plusausscheidung dem parenteral zugefiihrten 
KiweiB entstammt; diese Frage ist ja auch bei enteraler Zufuhr 

1) A. Girber und B. Hallauer, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLV, 
S. 872 (1904). 

*) L. B. Mendel und E. W. Rockwood, Americ. Journ. of Physio- 
logy, Bd. XII, S. 3386 (1904). 

3) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d, chem. Anal., VIII. Aull., 
S. 711. 

4) O. Folin, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S, 504 (1901) und 
Bd. XXXVI, S. 333 (1902). 
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noch ungelést,!) und spezielle Vorsicht ist diesbeziiglich durch 
die bei parenteraler Zufuhr auch ohne Ausschliebung der Darm- 
zirkulation gewonnenen Ergebnisse geboten. So berechnete schon 
Pfliiger?) aus den Versuchsergebnissen der Seruminjektions- 
versuche von Forster,*) daf in den der Injektion folgenden 
Tagen als Plusausscheidung tiber dem Hungerwert viel mehr 
Harnstoff-N ausgeschieden wird, als Eiweif-N injiziert wurde: 
abgesehen hiervon zeigt die Ausscheidungsgeschwindigkeit in den 
verschiedenen Versuchen einen hodchst unregelmiifigen Verlauf. 
Die Ahnlichkeit mit dem Verhalten des enteral verabreichten 
Eiweifes, welche auch von Voit‘) auf Grund dieser Versuche, 
sowie eines iihnlichen Versuches von Landois®) (bei einem ge- 
fiitterten Hunde) betont wurde, besteht, wie ersichtlich, eigentlich 
nur darin, dab die N-Menge zunimmt. Die neueren Untersuchungen 
von Friedemann und Isaac,*) Lommel,‘) Michaelis und 
Rona’) ergaben zwar, vielleicht durch die vorherige Erwirmung 
des Serums bedingt, beim hungernden Hunde vie! eindeutigere 
Resultate, wie ich dies an anderem Orte zusammenfabte ;%) die- 
selben sind aber doch noch nicht eindeutig, die injizierte N-Menge 
erschien im Verlaufe mehrerer Tage verschieden rasch als 
Plusausscheidung im Harne. Lommels Versuchsresultate will ich 
aber deswegen besonders erwéhnen, weil er den Harn am Tage 
der Injektion in mehreren Portionen auffing und den Verlauf 
der N-Ausscheidung zu bestimmen versuchte; seine Ergebnisse 
kiénnen so zum Vergleich mit den meinigen, die ich bei Aus- 


'\) S. Isaac, Erg. d. wissenschaftl. Med., Bd. I, S. 75 (1909). 

*) KE. Pfliiger, Pfliigers Archiv, Bd. LIV, S. 388 (1893). 

3) Forster, Sitz.-Ber. d. math.-phys. Cl. d. bayer. Akad., Bd. VY. 
S. 206 (1875): und Zschr. f. Biol., Bd. XI, S. 496 (1876). 

*) C. Voit, Hermanns Handb., Bd. VI, I. Teil, 5. 304. 

°) Landois, Zeitschr. f. Chir., Bd. IX (1878), Sep.-Abdr., 5. 46. 

6) U. Friedemann und S. Isaac, Zeitschrift f. exp. Path. und 
Ther., Bd. I, S. 513 (1905); Bd. IV, S. 830 (1908). 

") F. Lommel, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LVIII, S$. 50 (1908) 

‘) L. Michaelis und P. Rona, Pfliigers Archiv, Bd. CXXIV. 
S. 578 (1908). 

*) K6résy, Ber. d. XVUI. intern. mediz. Kongr. zu Budapest, 1909. 
Bd. II, S. 131. 
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schaltung der Darmzirkulation in den ersten acht Stunden er- 
hielt, herangezogen werden. Eine entsprechende Berechnung 
seiner Versuche zeigt, dai in den der Injektion folgenden 
8 Stunden von 1,34 g N 0,66, von 1,65 0,04, von 2,68 0,07, 
von 2,14 0,88, von 1,68 0,54 und von 1,30 0,20 ¢ als Plus- 
ausscheidung tber dem Hungerwert erschien (der Versuch auf 
Seite 65 kann nicht herangezogen werden). Mein oben er- 
wiihnter Wert bei Ausschliebung der Darmzirkulation  fallt 
zwischen diese Ziffern: dieselben differieren aber untereinander 
so stark, daB ich hieraus keinen weiteren Schluf beziiglich 
der Verwertung parenteral zugefiihrten Eiweifes bei Aus- 
schlieBung der Darmzirkulation ziehen méchte. Auch Lommel 
findet nur in den gréBten Ziigen Ahnlichkeit zwischen den durch 
enterale und parenterale Eiweifizufuhr verursachten N-Aus- 
scheidungen. 

In der folgenden Tabelle I stelle ich die pro Korper- 
kilogramm injizierten und im Harne als Eiweif ausgeschiedenen 
N-Mengen zusammen, wobei die Resultate bei Versuch VI von der 
Versuchszeit von 7 Stunden auf 8 Stunden umgerechnet sind. 


Tabelle LI. 











. izier 8S 
Nummer Injiziert In 8 Stunden Dasselbe pro 1 kg 
mg N pro kg ausgeschieden . 
des . 7 are Kérpergewicht 
Korper- mg Eiweif-N 
Versuches al ee ae 
gewicht koag. ZnSO, koag. ZnsO, 
lf 120 16 -- 1,5 — 
IV (Vit.) DD a | 17 _ 1,1 
V 130 19 | — 1,3 
VI 140 8 7 0.5 OD 
VII 130 4 | 19 1,0 14 











Von diesen Werten sind noch 0,6 mg abzurechnen, da 
laut Tabelle I meiner ersten Versuchsreihe diese Menge der 
Ausschaltung der Darmzirkulation einzurechnen ist. Die gefun- 
denen Werte stimmen mit jenen der ersten Serie iiberein. Als 
Mitte! meiner saimtlichen Versuche (bei Versuch VI und VII 
der zweiten Serie die nach Devoto koagulierbaren N-Mengen 
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nehmend) erscheinen beim Hunde wihrend der der In- 
jektion folgenden 8 Stunden von den pro Kilo Kérper- 
gewicht injizierten 110 mg N 4mg bei Ausschaltung 
der Darmzirkulation in koagulierbarer Form im Harne, 
also }3°/o: eine gar nicht in Betracht kommende, kleine 
Menge. 

Zu den Resultaten der Blutuntersuchung tibergehend, will 
ich zuerst bemerken, dai die besonders hochgradige Blutein- 
dickung, die in Versuch XI der ersten Reihe vorkam, diesma| 
bei Versuch IV sich nicht zeigte. Unerwahnt blieb in meiner 
ersten Arbeit, dal, wie dies auch hier vorkam, trotz Anwen- 
dung von Na-Citrat in einigen Blutproben ganz kleine Gerinnse!l 
vorkamen. Im tibrigen bestiitigen diese Versuche das Verhalten 
der Blutzusammensetzung in der ersten Reihe, indem der Haémo- 
globingehalt stiirker zunahm als der N-Gehalt, bezw. weniger 
abnahm (Vers. VII), was zur Folge hat, dab der auf den an- 
fiinglichen Hiimoglobingehalt reduzierte N-Gehalt abnimmt, wie 
aus folgender Tabelle II ersichtlich. 


Tabelle II. 








100 cem Blut enthalten 


; Reduzierter Endwert 
g koagulablen N 


Nummer 





me } 0 1 
“ 'nachher, auf den an- in “jo des 
Versuches vorher fanglichen Hb-Wert Anfangswertes 
reduziert 
Il 3,63 3,61 99,4 
IV (Vit.) 5,62 3,33 92,0 
V 2.81 2,62 93,2 
VII 3,31 3,23 97,6 








Mit der ersten Versuchsreiche zusammen zeigen also alle 
hierauf bearbeiteten Versuche das genannte Verhalten; dasselbe 
zeigt sich also geniigend konstant, um dafiir eine Erkliirung zu 
suchen. Wenn wir in das Blut eines Hundes 100—200 ccm Pferde- 
serum oder Vitellinl6sung bringen, so wire in erster Reihe zu 
erwarten, dafi dadurch der Gehalt des Gesamtblutes an N, aber 
noch mehr an Hiimoglobin (Blutkérperchen) herabgesetzt wird, 
da das Serum weniger N enthalt, als das Gesamtblut und gar 
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kein Hiimoglobin. Wenn nun dieses verdiinnte Blut in die 
Gewebespalten Wasser abgibt, dann kann das Blut wieder 
seinen urspriinglichen Gehalt an Hamoglobin erreichen, sogar 
einen hdheren Hiimoglobingehalt, wie es eben in meinen Ver- 
suchen der Fall war: aber in diesem Falle miifte der Gehalt 
an EiweiB in noch hoéherem Mabe anwachsen, da es auber der 
urspriinglich darin enthaltenen EiweiBbmenge auch noch die 
injizierte Eiweifimenge enthalten sollte (der N-Gehalt sollte bei 
gleicher Hiimoglobinmenge durchschnittlich auf ca. 104°/o des 
Anfangswertes steigen). Wir sehen aber das gerade Gegenteil 
hiervon: der Kiweibgehalt des Blutes nahm (auf gleichen Hiimo- 
globingehalt berechnet) in Jedem Falle ab (durchschnittlich auf 
94°/o), das heift das blut gab eine gewisse Eiweibmenge an die 
Gewebe ab, und zwar eine grOSere Menge, als injiziert wurde. 
DaB in dieser abgegebenen Eiweifmenge auch wenigstens ein 
Teil des injizierten Kiweifbes enthalten ist, diirfen wir wohl fiir 
wahrscheinlich halten; es wird vielleicht sogar in erster Linie 
das fremde Eiweifi abgegeben. Es steht uns fern — besonders 
da wir dabei das Konstantbleiben der Himoglobinmenge des 
Blutes annehmen, was, wie betont,!) bei dieser Versuchsan- 
ordnung fraglich ist — obige Konklusion fiir bewiesen zu halten, 
wir halten sie aber fiir eine wahrscheinliche Erkliirung. Die 
hier befolgte Versuchsanordnung — Ausschaltung eines Zirku- 
lationsbereiches — ist eben ein indirekter Weg, der Exstir- 
pation eines Organes gleichsetzbar, wahrend der in meinen 
Resorptionsversuchen?) gebrauchte verkiirzte Blutkreislauf als 
direkter Weg der kiinstlichen Organdurchblutung gleichzusetzen 
wire; darum kann dort der Blutuntersuchung eine ganz andere 
bedeutung zugemessen werden. 

Die Anzahl der Leukocyten im Blute nahm wihrend der 
Dauer der Versuche zu, wie aus der Haupttabelle zu ersehen, 
wo die Leukocytenzahl zu Ende des Versuches auf den anfing- 
lichen Himoglobingehalt reduziert angegeben ist. Die Zahlung 
wurde mdglichst schnell vorgenommen, woher offenbar der 


') Kérésy, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 72 (1909). 
*) Kérésy, ebenda, Bd. LVII, 5. 267 (1908). 
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Gegensatz zu der einen, wie dort erwahnt verspiitet aus- 
gefiihrten Zihlung der ersten Versuchsreihe (8. 78). Die da- 
selbst (S. 78) erwahnte auffallende Zunahme der Leukocyten 
im Harne, offenbar teilweise durch die Hyperleukocytose des 
Blutes bedingt, konnte ich auch diesmal 6fter beobachten: die 
versuchten Ziihlungen schienen mir zu unzuverlissig, um sie 
mitzuteilen. 

Die cbendort (S. 71) erwahnte blutige Diarrhéde konnte 
ich auch in einigen solchen Fiéllen beobachten, in welchen nur 
ein kurzer Stumpf des Enddarmes belassen wurde. Meine Be- 
obachtung, da eine solehe Diarrhée auch auf einfache Vitellin- 
injektion ohne Abbindung der Darmgefiiie vorkommt, sehe ich 
durch die Mitteilung von Doyon und Gautier’) bestatigt, welche 
Autoren das Auftreten einer hamorrhagischen Enteritis nach 
intravendser Injektion von Witte-Pepton beobachteten, aber 
nur dann, wenn die Injektion in eine Korpervene, und_ nicht 
wenn sie in eine V. mesent. geschah. Ahnliches beobachteten 
vor liingerer Zeit schon Landois?) und Neumeister.*) In den 
Versuchen der ersten Serie konnte ich aufer diesen Blutungen 
im Darme noch in anderen Organen bei der mikroskopischen 
Untersuchung 6fter Haimorrhagien beobachten, so unter anderem 
in der Niere bei Versuch VII und XII, in einer Lymphdriise 
in Versuch VIII; in Darmschnitten zeigten sich trotz vorhan- 
dener blutiger Diarrhée keine Hiimorrhagien. Dazu ist zu be- 
merken, dal} Versuch VIII mit Vitellin, Versuch XII aber mit 
vorerwiirmtem Schweineserum, zwar unter Ausschaltung der 
Darmzirkulation, ausgefiihrt wurde. Im Harne waren, wie er- 
wihnt (a. a. O. S. 78), keine roten BlutkoOrperchen zu finden, 
auch spektroskopisch, so weit untersucht, kein Hiamoglobin. 
Neumeister’) erwiihnt, nach Peptoninjektion in verschiedenen 
Organen parenchymatése Blutungen gefunden zu haben. Ahn- 


') M. Doyon und Cl. Gautier, C. R. Soc. Biol., Bd. LXVIII, 
S. 7 (1910). 

*) Landois, Deutsche Zeitschrift f. Chir., Bd. IX (1878), Sep.- 
Abdr., S. 57. 

*) R. Neumeister, Sitzungsber. d. phys.-med. Gesellsch., Wiirzburg 


1889. S. 64. 
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liche Beobachtungen an den Nieren machten auch Linossier und 
L.emoine!)nach Injektion verschiedener Eiweibarten, obgleich sie 
angeben, daf diese Wirkung durch Erwarmung auf 55 ° aufgehoben 
(wohl nur abgeschwicht ?) wurde, so wie Buglia?”) in einem Falle 
nach Injektion von Gelatine. Die erstgenannten Autoren fanden 
noch weitere pathologische Veranderungen an den Nieren, ebenso 
Nobécourt und Paisseau’) und Friedemann und Isaac?) 
nach per os oder rektal eingeftihrtem Eiereiweifi; dhnliches 
beobachtete auch schon vor langerer Zeit Ponfick®) nach 
Bluttransfusion. Giirber und Hallauer®) fanden im mikro- 
skopischen Bilde der Leber nach intravenéser Caseininjektion 
pathologische Verainderungen. Alle diese Beobachtungen zeigen, 
daB die Eiweifinjektion fiir das Versuchstier bei weitem kein 
indifferenter Eingriff ist. *) 

Den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen bildete die 
Annahme, dab, falls jedes Eiweif, bevor es durch die Organe 
angegriffen werden kann, vorerst den Darm passieren mub, 
dann das nach Ausschaltung der Darmzirkulation intravends 
injizierte Eiweifi als Fremdkorper in grofen Mengen in den 
Harn tibertreten miiite. Dies war nicht der Fall: Eiweifi und 
Albumosen traten unter den erwaéhnten Bedingungen nur in 
minimalen Mengen im Harne auf, selbst dann, wenn der Darm 
von der Cardia bis zum Rectum ausgeschnitten wurde. Das 
injizierte Eiweif verblieb also im Organismus: ob es abgebaut 


1 G. Linossier und G. H. Lemoine, C. R. Soc. Biol., Bd. LV, 
S. 515 (1903); Bd. LXVII, 5S. 343 (1910). 

*) G. Buglia, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 215 (1909). 

3) Nobécourt und Paisseau, C. R. Soc. Biol., Bd. LXVII, S. 291 
(1907). 

4) U. Friedemann und S. Isaac, Zeitschrift f. exp. Path. und 
Ther., Bd. I, 8S. 537 (1905). 

5) Ponfick, Virchows Archiv, Bd. LXII, S. 273. 

6) A. Giirber und B. Hallauer, Zeitschrift f. Biol., Bd. XLV, 
S. 372 (1904). 

‘) Die Zusammenstellung der Literatur beziiglich Giftwirkungen von 
Seruminjektionen s. b. H. Friedenthal und M. Lewandowsky, Archiv 
f. (Anat. u.) Physiol., 1899, S. 581. 
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wurde, wie enteral gegebenes Eiweifi, oder nicht, dariiber 
geben die Versuche keinen AufschluB, dies ist ja aber iiber- 
haupt eine offene Frage betreffs parenteral zugeftihrten Ei- 
weibes. Welcher Grad von Vorsicht diesbeztiglich geboten ist, 
das ist unter anderem aus den in kurzem erscheinenden Unter- 
suchungen von Somogyi zu ersehen. Soviel konnten wir aber 
mit Wahrscheinlichkeit folgern, daB das injizierte Eiweifi unter 
den erwiihnten Bedingungen aus der Blutbahn in die Gewebe 
iibertritt. Als SchluBresultat fand ich also fiir das Schicksal 
des intravenis injizierten Eiweifes keinen Unterschied, ob es mit 
dem Blutstrome die Darmwand passiert oder nicht. 

Herrn Adjunkt Dr. M. Pekar sage ich aufrichtigsten Dank 
fiir das diesen Versuchen entgegengebrachte Interesse, ebenso 
den Herren T. v. Féldessy und I. v. Szukovathy ftir die mir 
bei denselben geleistete Hilfe. 





Erwiderung auf R. Engelands Bemerkungen 
zu den Abhandlungen diber die pflanzlichen Betaine und uber 
das Stachydrin. 


Von 


E. Schulze und G. Trier. 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Oktober 1910.) 


Wir haben uns dariiber beklagt, daf’ R. Engeland unsere, im 
April 1909 in dieser Zeitschrift’) erschienene, vorlaufige Mitteilung tiber 
das Stachydrin, durch die wir die weitere Bearbeitung dieses Themas 
uns reservieren wollten, nicht beriicksichtigt und in seinen Abhandlungen 
nicht erwiéhnt hat.?) Wir machten zugleich darauf aufmerksam, dah 
Engeland in einem am 10. Februar 1909 in Marburg gehaltenen Vor- 
trage zwar die N-Methylhygrinséure besprochen, das Stachydrin aber 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 233. 
*) Wir verweisen auf unsere Abhandlungen in dieser Zeitschrift, 
Bd. LXVII, S. 59. 
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nicht erwahnt hat woraus man schhefen kann, dafi er damals mit 
der Frage der Konstitution des Stachydrins sich noch nicht beschaftigt 
hatte. Engeland') erklirt nun, dafs unsere vorliufige Mitteilung ihm 
unbekannt geblieben sei. Dies hat uns in hohem Grade iiberrascht. Wir 
slauben annehmen zu diirfen, daf’ in dem physiologisch-chemischen La- 
boratorium, in welchem Engeland seine Untersuchungen ausfiihrte, die 
Zeitschrift fiir physiologische Chemie eine der am meisten gelesenen Zeit- 
schriften ist. DafSK Engeland in diesem Laboratorium iiber die Konsti- 
tution des Stachydrins arbeiten konnte, ohne von einer iiber den gleichen 
Gegenstand in der genannten Zeitschrift im gleichen Jahre erschienenen 
Mitteilung irgend etwas zu erfahren, ist uns unbegreiflich *) — umsomehr, als 
ja in dem Chemischen Zentralblatt, im Biochemischen Zentralblatt und 
in der Chemikerzeitung Referate iiber jene Mitteilung erstattet worden sind. 

Wir sind iibrigens nicht die ersten, die sich iber Engeland wegen 
Nichtberiicksichtigung ihrer Arbeiten beklagt haben; den Beweis dafiir 
ceben die Bemerkungen, die R. Krimberg*) zu Engelands Abhand- 
lung ber Bestandteile des Fleischextraktes gemacht hat. 

Engeland (loc. cil.) glaubt sich nun dariiber beschweren zu kénnen, 
daf’ wir, ohne seine Abhandlungen zu zitieren, tiber die Bildung der Be- 
laine in den Pflanzen Vermutungen ausgesprochen haben, die mit den 
von ihm geiiuferten tibereinstimmen. Darauf haben wir folgendes zu 
antworten: Nachdem die in unserer vorliéufigen Mitteilung erwihnten 
Tatsachen zu der Vermutung gefiihrt hatten, dafi das Stachydrin das 
Methylbetain der Hygrinséiure (Dimethylbetain des a-Prolins) sei, mufte 
man schon an einen genetischen Zusammenhang dieser Base mit dem 
beim Eiweifiabbau entstehenden a-Prolin denken. Uns lag dieser Gedanke 
um so niéher, als in unserem Laboratorium gezeigt worden ist, dafs Prolin 
in den Pflanzen vorkommt und dafs im Safte der Stachysknollen das 
Stachydrin neben Tyrosin, Arginin und Glutamin, also neben Produkten 
des Eiweifumsatzes, auftritt. Steht aber die Bildung des Stachydrins in 
den Pflanzen in einem solchen Zusammenhange mit dem Eiweifiabbau, 
so ist dies auch fiir das Betain C,H,,NO, nicht unwahrscheinlich, wobei 
freilich in Betracht kommt, dafs diese Base auch durch Oxydation des 
Cholins entstehen kann. Es ist also leicht zu erkennen, dafs die Ergeb- 
nisse unserer Untersuchungen iiber das Stachydrin die Grundlage jener 
Vermutungen bilden.*) Wir hielten uns aber nicht fiir verpflichtet, beim 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 403. 

2) Man pflegt doch, falls die Zeit zum eingehenden Studium der in 
den Fachzeitschriften erschienenen Abhandlungen fehlt, wenigstens die 
Titel dieser Abhandlungen zu lesen, damit man weif, woriiber andere 


Autoren gearbeitet haben. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, S. 3878. 

4) Bestimmt ist dies auch ausgesprochen bei E. Winterstein und 
G. Trier: «Die Alkalvide». Berlin 1910, 5S. 290. 
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Aussprechen von Schluffolgerungen, die wir aus diesen Untersuchungen 
abgeleitet haben, Engelands Abhandlungen zu zitieren, in denen wir 
vergeblich nach einer Erwahnung unserer vorlaufigen Mitteilung tiber das 
Stachydrin suchen muften. Wir wiirden trotzdem Engelands Aufe- 
rungen zitiert haben, wenn dieselben in anderer Hinsicht zu dem in Rede 
stehenden Problem etwas Neues brachten. Dies ist aber nicht der Fal]. 
Denn der Gedanke, dafi die Methylierung von Eiweifabbauprodukten bei 
der Bildung der Alkaloide, zu denen man ja die Betaine als einfachere 
Glieder der Stoffgruppe zu rechnen pflegt,') eine Rolle spielt, ist be- 
kanntlich friiher schon von A. Pictet, der den Formaldehyd als methy- 
lierendes Agens anspricht, geéufert worden; auch ist lingst festgestellt, 
daf’ man Aminosaéuren auf dem auch von Engeland eingeschlagenen 
Wege methylieren kann. Wir miissen daher in Abrede stellen, dafi 
Engeland das Recht hat, aus der Nichterwahnung seiner Abhandlungen 
uns einen Vorwurf zu machen. 

Ks sei hier noch daran erinnert, dafi die Verbreitung der Betaine 
in den Pflanzen wiederholt schon Gegenstand der in unserem Labora- 
torium ausgefiihrten Versuche gewesen ist.?) Daf bei Ausfiithrung dieser 
Untersuchungen, die zum Teil mit dem Studium des Eiweifstoffwechsels 
der Pflanze im Zusammenhang standen, auch die Frage nach der Bil- 
dungsweise der Betaine in den Pflanzen sich aufdringen mufte, ist leicht 
begreiflich. Es wird daher auch wohl niemand annehmen, daf wir erst 
durch die in den Abhandlungen anderer Autoren enthaltenen Auferungen 
veranlafit worden seien, uns mit dieser Frage zu beschiftigen. 


') Daf’ manche Autoren diejenigen Glieder dieser Stoffgruppe, die 
eine kompliziertere Struktur besitzen, als «echte Alkaloide> oder «Alkaloide 
im engeren Sinne» bezeichnen und sie durch diese Bezeichnung von den 
Betainen trennen, ist ein Umstand, der hier nicht von Belang ist. 

*) Was die dabei erhaltenen Resultate betrifft, so wurde u. a. Betain 
in den Samen, den etiolierten Keimpflanzen und den jungen griinen Pflanzen 
der Wicke, ferner im Embryo des Weizenkorns, in Malzkeimen und in 
den Knollen des Topinamburs nachgewiesen; die tiber das Vorkommen 
des Trigonellins gemachten Befunde sind schon in unserer Abhandlung 
iiber die pflanzlichen Betaine mitgeteilt worden. 














Zur Chemie des Alkaptonharns bezw. der Homogentisinsaure 
(nebst einigen ihrer Verwandten). 


Von 


Carl Th. Mérner. 


Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1910.) 
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»-Toluidinderivat; c) Das m-Xylidinderivat. 2. Chinhydron usw. 3. Homo- 
gentisinsdurelakton. 4. Hydrochinondimethylather usw. Nachtrag. 


I. Verhalten bei gleichzeitiger Einwirkung von Ammoniak 
und Luftsauerstoff. 
Einleitung. 

Die bisher in der Literatur erschienenen Angaben, bis 
auf die neuesten, besagen, daB eine ammoniakalisierte, homo- 
gentisinsiurehaltige Fliissigkeit, der Luft ausgesetzt, friiher oder 
spiter Braun- bis Schwarefirbung annimmt, oder um einige 
Zitate wortlich anzufiihren: 


ho 
bo 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 
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Wolkow und Baumann:!) «Mit Ammoniak . . . tritt 
sofort Braun- bis Schwarzfirbung ein». 

Huppert:?) «. .. auf Zusatz von... Ammoniak .. . 
briiunen sich die Lésungen unter Aufnahme von Sauerstoff». 

Thierfelder:*) «Mit Ammoniak .. . tritt Braun- bis 


Schwarzfirbung ein». 

EK. Schulze und Castoro:*) «Macht man eine wisserige 
Lésung dieser Siiure durch Zusatz von Ammoniak alkalisch 
und léft sie dann an der Luft stehen, so firbt sie sich bald 
dunkel; . . .; je nach dem grdferen oder geringeren Gehalt 
an der genannten Siiure wird die Fliissigkeit zuletzt schwarz- 
braun oder nur braun». 

Iriinkel:°) «Die Lésungen briéunen sich an der Luft, 
besonders schnell bei Gegenwart von . . . Ammoniak». 

Indessen habe ich gefunden, dab das fragliche Reaktions- 
verhalten durch die bisherigen Angaben nicht in erschépfender 
Weise beschrieben ist. Bei Arbeiten unter gewissen, leicht zu 
erfiillenden Voraussetzungen ist das Reaktionsergebnis ein ganz 
anderes: die Fliissigkeit nimmt eine prachtvolle, intensive, rot- 
violette Kdrbuny an. 

Die erste Beobachtung dieses Verhaltens geschah ganz 
zufiillig. Kin Reagenzrohrchen von linglich schmalem Typus 
war mit kriftig ammoniakalisiertem Alkaptonharn nahezu ge- 
fiillt worden, wobei zunichst nur die wohlbekannte, mehr und 
mehr zunehmende Braunfirbung bemerkt wurde. Das Rohr- 
chen blieb indessen mit seinem Inhalt bis zum folgenden Tage 
stehen. Die eben angegebene, mich frappierende Farbenreaktion 
war nun vollausgebildet vorhanden.®) Nachdem die erste Beob- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XV (1891), S. 244. 

*) Neubauer und Vogels Anleitung z. Analyse des Harns, 10. Aufl, 
Wiesbaden (1898), S. 244. 

5) Hoppe-Seylers Handbuch, 7. Aufl., Berlin 1903, S. 237. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII (1906), S. 398. 

*) Descriptive Biochemie, Wiesbaden 1907, S. 221. 

*) Zusatz von einem einzigen Kubikzentimeter der Reaktions- 
mischung war geniigend, um 100 ccm Wasser schéne Amethystfarbung 
zu verleihen. 
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achtung gemacht worden,!) und Vorversuche ergeben hatten, 
teils dafb das Resultat véllig das gleiche auch betreffs des Harns 
der beiden anderen, gegenwirtig aus Schweden bekannten 
Alkaptonuriker?) war, teils dai Homogentisinsiure die rea- 
cierende Harnsubstanz bildete, habe ich versucht, die Bedin- 
cungen der Reaktion — sie wird im folgenden der Kiirze halber 
als «Alkaptochromreaktion» bezeichnet — genauer festzustellen 
und den dabei entstandenen, in alkalischer Losung intensiv 
violetten Farbstoff in reiner Gestalt zu isolieren. 

Nachdem von der Alkaptochromreaktion niihere Kennt- 
nis gewonnen worden war, lag es nahe, die dabei angewandte 
Versuchsanordnung (vorsichtig abgemessene Zufuhr von Luft- 
sauerstoff zu der ammoniakalisierten LOsung) auch an einigen 
Verwandten der Homogentisinsiure, besonders an Hydrochinon 
und anderen p-Dioxybenzolsubstanzen, zu_priifen. 


A. Homogentisinsaure. 


1. Bedingungen fiir das Zustandekommen der 
Alkaptochromreaktion. 


Daf Luftsauerstoff bei dieser Reaktion, wie auch bei der 
Entstehung der friiher bekannten Braunfarbung, mitwirkt, ist 
durch Aufbewahrung der unmittelbar vorher ammoniakalisier- 
ten, homogentisinséurehaltigen Fltissigkeit in vollstandig ge- 
fiilltem und wohlverschlossenem Gefiii nachgewiesen worden. 
In solechem Falle ist weder innerhalb eines Tages noch spiiter 
eine Alkaptochromreaktion (ebensowenig wie eine nennens- 
werte Braunfairbung) eingetreten, obwohl dieselbe Mischung, 
spater der Lufteinwirkung (unter gewissen Bedingungen) aus- 
gesetzt, positiven Ausschlag gegeben hat. Da also dieselben 
Faktoren — Homogentisinsiiure, Ammoniak und Luftsauerstoff 
— an der allgemein beobachteten Braunfirbung und an der 





') An Alkaptonharn von einem von Cronvall beschriebenen Falle 
her. Upsala Lakareféren.’s Férhandl., N. F., Bd. XII (1907), S. 402. Ref. in 
Malys Jahresber., Bd. XXXVII (1907). 

*) Die Falle sind von Hammarsten beschrieben worden in Upsala 
Likareféren.’s Férhandl., N. F., Bd. VII (1901), S. 26; Bd. VIII (19903), 


S. 425. 
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Alkaptochromreaktion beteiligt sind, so erhebt sich die Frage, 
welche besonderen Bedingungen geeignet sind, die letztere her- 
vorzurufen. Ganz allgemein kann die Frage dahin beantwortet 
werden, dah es die relative Konzentration der drei beteiligten 
Faktoren in der Reaktionsfliissigkeit ist, welche den Verlauf 
der Reaktion bestimmt (die Abwesenheit von die Reaktion 
hemmenden fremden Stoffen vorausgesetzt; vgl. S. 334). Bevor 
ich zu diesbeziiglichen Einzelheiten tbergehe, sei betont, daS 
der qualitative Ausfall der Alkaptochromreaktion sich als un- 
abhingig davon, ob Homogentisinsaure der Reaktionsmischung 
in Form von Alkaptonharn oder in isolierter Form (freie Siure 
oder Na-Salz) zugefiihrt wird, gleichwie auch als innerhalb 
weiter Grenzen unabhiingig von der wihrend des Versuches 
in der Umgebung herrschenden Temperatur!) erwiesen hat. 

a) Die Homogentisinsiure-Konzentration. 

Der Gehalt an Homogentisinsiure in der HKeaktions- 
mischung darf nicht nennenswert unter !/4°/o heruntergehen. 
Ungeachtet im iibrigen giinstiger Bedingungen ist Alkaptochrom- 
reaktion nie erhalten worden (sondern nur Gelb- bis Braun- 
rotfiirbung) bei einer Konzentration von !/40, 1/20, 1/16 oder !\8°/o. 
Der ideale Gehalt liegt bei 1/1—2°/o. Bei merklich hoherem 
Gehalt wird das Reaktionsresultat weniger rein (Mibfiirbung 
nach Braun hin), um bei 4—5°/o negativ auszufallen (nur 
schwarzbraune Fiirbung). 

b) Die Ammoniak-Konzentration. 


Der ideale Gehalt von Ammoniak (NH,) in der Reaktions- 
mischung betriigt 1—4°/o (d. h. 10—40°/o gewohnlicher Solu- 
tio ammoniaci).?) Bei einem NH,-Gehalt, der wesentlich da- 


runter (z. B. 1/4°/o) oder dariiber (z. B. 8°/o) liegt, kann die 
Reaktion ausbleiben, bezw. sich weniger rein gestalten. 


'‘) In einer Serie wurden die verschiedenen Reaktionsmischungen 
bei -- &, 12, 16, 20, 24, 36° C. aufbewahrt (die Anordnung im iibrigen 
dieselbe). Nur in der 36°-Probe wurde ein abweichendes Resultat (nega- 
tives) erhalten; die tibrigen zeigten positiven Ausschlag, ohne augen- 
filligen Unterschied beziiglich der Intensitat oder Reinheit. 

*) Oder 5—20°/o von «Doppelammoniak» (= 20°/0ig). 
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c) Die Luftsauerstoff-Konzentration. 

Eine hdchst wesentliche Bedingung fiir das Zustande- 
kommen der Reaktion ist, dafi die Luftsauerstoffkonzentration 
in der Reaktionsmischung oder, vielleicht besser ausgedriickt, 
die Menge absorbierten Sauerstoffes pro Zeiteinheit nicht ein 
bestimmtes Mai tiberschreiten darf.1) Bestimmend hierbet ist 
die Relation zwischen der GréSe der der Luft ausgesetzten 
Fliissigkeilsoberfliiche und dem Volumen der Reaktionsmischung. 
Zur Veranschaulichung dieses Verhiiltnisses seien einige von 
zahlreich ausgefiihrten Serienversuchen wiedergegeben. 

In den beiden Serien angewandte Reaktionsfliissigkeit : 

Homogentisinsiiuregehalt: 1/5 °/o, 

Ammoniak-(NH,-)Gehalt: 2°/o. 

Serie I. In jeder der 10 Proben dieselbe Fliissigkeits- 
menge (20 cem) und zylindrische Glasgefiibe, diese aber von 
verschiedenem Durchmesser (= der Fliissigkeit  verschieden 
grobe Luftoberfliiche darbietend). 

Resultat: Positive Alkaptochromreaktion bei 0,75, 1,0, 
1.5 bezw. 2,0 em Durchmesser: 

negativer Ausfall (nur Braun- oder Braunrotfirbung) bei 
3,0, 3.9, 4,0, 4,5 bezw. 5,0 em Durchmesser (bel 2,5 em 
Durchmesser positiver Ausfall, aber betriichtlich unrein). 

Serie II. In jeder der 6 Proben zylindrische Glasgefiibe 
(Reagenzréhrchen) von demselben Durchmesser — 1,5 em — 

der Fliissigkeit eine gleichgrofe Luftoberfliiche darbietend), 
aber verschiedener Fliissigkeitsmenge. 

Resultat: Positive Alkaptochromreaktion bei 35, 25 bezw. 
15 ccm Fliissigkeit ; 

negativer Ausfall (nur Braun- oder Braunrotfiirbung) bei 
), bezw. 2,5 cem Fliissigkeit (bei 10 ccm Flissigkeit positiver 
Ausfall, aber sehr unrein). 

In den den obigen beiden Serien angehoérigen Proben, in 
denen positiver Ausfall notiert worden ist, geschah dies bereits 
nach einem Tage, und bei fortgesetzter Beobachtung wihrend 


') Bei direkter Luftdurchleitung wird keine positive Alkaptochrom- 
reaktion (sondern nur Braun- bis Schwarzfirbung) erhalten. 
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noch einiger Tage kam kein neuer positiver Ausfall hinzu. 
Arbeitet man dagegen mit GefifBen, die eine weit geringere 
Luftoberfliche im Verhiltnis zu dem Volumen der Reaktions- 
fliissigkeit darbieten, als es oben der Fall war, so kann liingere 
Zeit verflieben, bevor positive Alkaptochromreaktion deutlich 
ausgebildet wird. So z. B. sind dazu bei Anwendung eines 
Erlenmeyerschen Kolbens?!) (Halsdurchmesser 1,7 cm, Raum- 
inhalt ca. 250 cem) 2 Tage erforderlich, bei Anwendung eines 
vundkolbens ?) (Halsdurchmesser 3 cm, Rauminhalt ca. 2500 ccm) 
6—7 Tage, und das Maximum der Farbeneleganz wird erst 
noch spiiter erreicht (im letzterwiéihnten Falle ungefiahr 20 Tage 
nach Beginn des Versuchs). Je langsamer die Reaktion — 
ceteris paribus — zustande gekommen ist, um so eleganter 
(reiner) ist die Farbung, nachdem sie einmal ihren Hohepunkt 
erreicht hat. In jedem Falle folgt nach Erreichung des Kulmens 
eine zunehmende Dekadenz: die violette Farbe der Fliissigkeit 
wird immer unreiner, um schlieBlich sichtlich zu verschwinden 
und einer Braunfiirbung Platz zu machen, und zwar um so 
rascher, je relativ groBer die Luftoberfliiche ist, welche die 
Fliissigkeit besitzt. 


d) Priifung hinsichtlich die Reaktion hemmender Stoffe. 


In einem sehr friihen Stadium der vorliegenden Unter- 
suchung machte ich mit dem hemmenden Einflu8 Bekanntschaft, 
den Ammoniumsalz auf die Alkaptochromreaktion austiben kann. ’*) 


/ 


') Mit Reaktionsmischung so gefiillt, daf{ diese etwa 1 cm in den 
Hals hinaufreicht. 

*) In der Absicht, die naheliegende Annahme zu verifizieren, dali 
Homogentisinsiure der an der Reaktion interessierte Harnbestandteil se, 
behandelte ich eine Portion von dem Pb-Salz der Siure mit verdiinnter 
Schwefelsiiure in Uberschuf. PbSO, wurde abfiltriert, und mit dem Filtrat, 
das ca. 1°/o Homogentisinsiiure enthielt, wurde Alkaptochrompriifung (mi! 
variierenden Mengen NH, angestellt, stets Jedoch mit negativem Resultat, 
was mich eine Zeitlang auf Irrwege fiihrte. Den Anlaf fiir das negative 
Resultat bildete, wie ich spéter erkannte, lediglich das bei dem NH,- 
Zusatz entstandene Ammoniumsulfat. (Durch spater angestellte Versuche 
mit isolierter Homogentisinsiéiure in Substanz wurde die Untersuchung 
wieder in die rechte Bahn gebracht.) 
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Bei den Versuchen!) mit Ammonium-, sowie auch den Neutral- 
salzen einiger anderer Metalle, geschah der Zusatz derselben 
zu der Reaktionsmischung in Form gesiattigter wiisseriger LO- 
sung, weshalb der Gehalt der Reaktionsmischung an den be- 
treffenden Salzen im folgenden mittels des relativen Sattigungs- 
crades derselben angegeben wird. 

Ammoniumsulfat. Von !\50-Sattigung an negativer Aus- 
fall (schon !/100-Sattigung gibt sich dadurch zu erkennen, dab 
die Fiirbung weniger rein als in der Kontrollprobe {ohne Salz- 
zusatz|) ausfallt. 

Ammoniumchlorid. Wie beim vorigen. 

Kaliumchlorid. Bei !/100—*/s0-Siéttigung: positiv, kein 
Unterschied von der Kontrollprobe. 

Bei !/20.—1!/s5-Siattigung: positiv, aber mit abnehmender 
Reinheit. . 

Bei !/4—/s-Siittigung: negativ. 

Natriumchlorid, Natriumacetat oder Kalium- 
natriumtartrat. Bei !/100—'/20-Siittigung: positiv, kein Unter- 
schied von der Kontrollprobe. 

Bei !/10—!/s-Siattigung: positiv, aber mit abnehmender 
‘einheit. 

Natriumsulfat. Bei bis zu !/a-Siittigung positiv, kein 
Unterschied von der Kontrollprobe. 

Bei '/s-Siittigung noch positiv, jedoch etwas weniger rein 
als in der Kontrollprobe. 

Ferner wurde der Einfluf{B zugesetzten anorganischen Al- 
kalis sowie einiger organischen schwachen Basen (Menge in 
Prozenten der Reaktionsmischung angegeben) gepriift. 

Kaliumhydroxyd. Bei bis zu '/4°/o positiv, kein Unter- 
schied von der Kontrollprobe. 

Bei '/2°/o noch positiv, aber etwas weniger rein als in 
der Kontrollprobe. 

Von 1°/o an negativ. 

1) In allen Versuchen betreffs des hemmenden Einflusses beson- 
ders zugesetzter Stoffe wurden 20 ccm Reaktionsmischung, 0,3°/o Homogen- 
tisinséure und 2°/o NH, enthaltend, angewandt; die Versuchsgefafle waren 
Reagenzréhrchen mit 1,5 cm Durchmesser. 








3356 Carl Th. Moérner. 


Natriumecarbonat. Keine sichtbare Einwirkung noch 
bel 2!/2 %/o. 

Anilin. Bei ‘/20°/o keine sichtbare Einwirkung, 

Jel! s—!/4°/o positiv, aber weniger rein als in der Kon- 
trollprobe. 

Von 1.2%/o ab negativ. 

Harnstoff. 2°/o ohne sichtbare Einwirkung. 

Bei 4°/o positiv, aber weniger rein als in der Kontrollprobe. 

Bei 8°/o und dariiber negativ. 

SchlieBblich sei hinzugefiigt, daB Athylalkohol die Re- 
aktion bei 10°/o in der Reaktionsmischung stérte und bei 20°,» 
sie ganz verhinderte, wihrend Glycerin, Traubenzucker 
und Rohrzucker noch bei 20°/o ohne augenfiillige Einwir- 
kung sind. 

e) Versuche betreffs des Austausches des Ammoniaks gegen 
andere Basen. 

Mit Kalium- oder Natriumhydroxyd, Ammonium-, Kalium- 
oder Natriumearbonat, Athylamin, Anilin oder Pyridin — in 
verschiedenen Proportionen angewandt — ist stets negatives 
Resultat (nur Braunfiirbung) erhalten worden. Mit Methylamin 
in starker Konzentration (10—20°/o der Reaktionsmischung) 
wurde eine wenig intensive, kirschrote Fiarbung, also auch in 
diesem [all keine typische Alkaptochromreaktion erhalten. 


2. Isolierung von bei der Alkaptochomreaktion 
gebildetem, krystallisierendem Farbstoff. 
Vorausgeschickt sei, dali bei der genannten Reaktion 

(auber braungefirbter, melaninéhnlicher Substanz) zwei brillant 

sch6ne Farbstoffe gebildet werden. Der eine — ich erlaube 

mir ihn ad interim als a-Alkaptochrom zu _ bezeichnen — 
krystallisiert schon, ist, in isolierter Form, déiuberst schwer in 

Wasser und in der Mehrzahl organischer LOsungsmittel léslich. 

besitzt in alkalischer Losung violette Farbe (in der Nuance 

nahe mit Methylviolett tibereinstimmend) und zeigt in solcher 

Losung keine Fluorescenz. Der andere — B-Alkaptochrom — 

hat keine Tendenz zur Krystallisierung gezeigt, ist weniger 

schwerloslich und besitzt in alkalischer LOsung mehr rote Farbe 
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mit stark ausgepriigter Fluorescenz in Gelbrot. In reiner Form 
hat nur der ersterwiihnte Farbstoff isoliert werden kénnen. 
Nachdem mannigfache verschiedene Wege dabei vergebens 
versucht worden waren, bin ich allmiihlich zu folgzendem, zwar 
mtihsamem (und auch kostspieligem), aber, wie wiederholte Ver- 
suche gezeigt haben, mit Sicherheit zum Ziele fiihrendem Ver- 
fahren gelangt. 

Bei den verschiedenen Isolierungsversuchen ist filtrierter 
Alkaptonharn?) (Gehalt an Homogentisinsiiure ; 06° 0), versetzt 
mit! 4 Volumen Sol. ammoniaci (= ca. 2°/» NH, in der Mischung), 
angewandt und diese Mischung entweder auf Erlenmeyersche 
Kolben (Halsdurchmesser 1,7 em, Rauminhalt ca. 250 cem) 
oder auch auf Rundkolben (Halsdurchmesser 3 em, Rauminhalt 
ea. 2500 cem) gefillt. Im ersteren Falle blieb die Mischung 
10 Tage, im letzteren 20 Tage stehen. Zur Veranschaulichung 
des weiteren Verfahrens mit der fertigen Reaktionsmischung 
sei hier tiber einen der Versuche berichtet, die in gréfitem Mab- 
stabe ausgefiihrt worden sind. 

Die Reaktionsmischung (201) wurde in verdiinnte Schwefel- 
siure?) (175 ccm pro Liter) gegossen, Ammoniumsulfat (250 g 
pro Liter urspriinglicher Reaktionsmischung) wurde hinzugesetzt 
und Filtration sofort vorgenommen, nachdem das Salz unter 
Umriihren aufgelOst worden war.*) Das Filtrat (dunkel rot- 
braun) wurde mit Essigiither (500 cem pro Liter Filtrat) ge- 
schiittelt.4) Der absiphonierte und filtrierte Essigiither (ca. 12 | 
wurde dreimal mit Wasser gewaschen, jedesmal durch Schitteln 
mit? 10-Volumen davon. °) Zu dem (intensiv orangefarbenen) Essig- 


‘) Zur Konservierung des Alkaptonharns wihrend des Aufsammelns 
und der Aufbewahrung in grifterem Mafistabe ist stets Toluol angewandl 
worden; so behandelter Harn ist, praktisch gesehen, unbegrenzt haltbar. 

2) 1 Vol. konz. Siiture -- 5 Vol. Wasser. 

°) Auf dem Filtrum bleibt eine amorphe, braunschwarze Masse 
zuriick, wie auch ein Teil von dem a-Alkaptochrom, das somit ver- 


loren geht. 
‘) In der sauren Bodenschicht bleibt braungefiirbte Substanz und 
etwas B-Alkaptochrom, nur wenig aber von dem a-Alkaptochrom zuriick 
°) Mit dem Waschwasser wird u. a. etwas Homogentisinsiiure sowie 
etwas von dem f-Alkaptochrom entfernt. 








038 Carl Th. Mérner, 

iither wurde, unter kraftigem Umschitteln, gesittigte wiisserige 
Losung von neutralem bleiacetat!) hinzugesetzt, bis der Essig- 
iither fast entfirbt (nur strohgelb) wurde. Der Essigiither 2) 
wurde von dem entstandenen, dunkelbraunvioletten, schweren 
Bodensatz*) abgehoben, welch letzterer auf das Filter genommen 
und, nach reichlichem Waschen mit Alkohol und Wasser, in 
Porzellanschale mit Wasser (3 1) gekocht wurde, was, mit 
zwischendurch jedesmal vorgenommenem Filtrieren, weitere 
dreimal wiederholt wurde. Zuletzt wurde anhaltend auf dem 
Filtrum mit kochendem Wasser gewaschen, bis das Wasch- 
wasser nicht mehr ammoniakalische Silberl6sung reduzierte. ‘) 
Der braunviolette Rest auf dem Filter wurde in Wasser (1 1) 
-+- verdiinnter Schwefelsiiure (300 ccm) aufgeschwemmt. Nach 
griindlichem Umschiitteln wurde sofort filtriert,®) und das Filter 
mit Wasser gewaschen, bis insgesamt 2 | Fliissigkeit erhalten 
wurde. Zu der dunkel braunroten Fliissigkeit wurde Ammonium- 
sulfat (1500 g) hinzugesetzt. Nach fleiigem Umrihren, und 
nachdem die Mischung kalt einen Tag lang gestanden, wurde der 
entstandene, dunkel rotbraune Niederschlag®) abfiltriert und 
mit 11 gesiittigier Ammoniumsulfatl6sung (mit 1 ccm konz. 
Schwefelsiiure pro Liter versetzt) gewaschen. Niederschlag 
nebst Filter (in Stiickchen zerschnitten) wurden, nach Zusatz 
von 50 ccm Wasser, fleibig mit Essigather (500 ccm) einige 
Stunden lang geschiittelt, worauf der Essigiither abgehoben 
wurde. Erneutes Ausschitteln mit Essigaéther dreimal, jedes- 

‘) Statt dessen ist in zwei anderen Isolierungsversuchen fein- 
pulverisiertes Bleioxyd, mit wenig Wasser angeriihrt, verwendet worden; 
der Erfolg war gleichartig. 

*) Mit dem Essigither werden eine Menge Verunreinigungen ent- 
fernt, die bei Verdunstung desselben als ein griinbrauner Sirup von 
harnartigem Geruch zuriickbleiben. 

*) Die Alkaptochromsubstanzen sind darin als Bleiverbindung ge- 
bunden. 

*) Die reichliche Warmwasserbehandlung hat den Zweck, u. a. Blei- 
salz der Homogentisinséure zu entfernen. 

*) Von PbSO,. 

*) Hauptsiichlich a-Alkaptochrom enthaltend; die B-Substanz bleibt 
zum groften Teile im Filtrat (und in der Waschfliissigkeit) zuriick. 
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mal 500 ccm. Die gesamte Essigiitherpartie (brillant orange- 
farbig) wurde dreimal mit je !\10-Volumen Wasser gewaschen, 
mittels wasserfreien Natriumsulfats entwassert, filtriert und im 
Becherglas tiber Wasserbad auf ca. 100 eem Volumen konzen- 
triert. Schon vorher hatte ein Sediment begonnen, sich auf 
dem Boden und an den Wiinden des Gefiibes abzusetzen. Nach- 
dem das Ganze in kaltem Raum einen Tag lang gestanden, 
wurde das abgeschiedene Sediment!) (schwer, krystallinisch, 
dunkel rotbraun) auf dem Filter mit Essigiither gewaschen und 
zuerst in der offenen Luft, spiter im Schwefelsiiureexsikkator 
getrocknet (Gewicht: 0,8 g). SchlieBlich wurde Umkrystalli- 
sierung aus kochendem Wasser vorgenommen.?) Die Masse 
wurde wiederholt mit destilliertem Wasser (jedesmal 350 ccm) 
ausgekocht mit nachfolgendem Filtrieren in Warmtrichter. Die 
erhaltenen (4) Filtrate wurden durch besondere Vorsichtsmabf- 
regeln nur ganz langsam in ihren Bechern zum Abkiihlen ge- 
bracht. In samtlichen Gliisern hatten sich bis zum folgenden 
Tage teils an der Oberfliiche, teils auf dem Boden schén metal- 
lisch glanzende Krystalle (diinne Tafeln) mit griinem Reflex 
abgesetzt. Durch Dekantieren, bezw. Filtrieren wurden sie auf 
einem und demselben Filter vereinigt, von wo sie, nach Exsik- 
katortrocknung, mit Leichtigkeit als eine zusammenhingende, 
metallisch griinschimmernde Schicht (Gewicht: 0,3 g) abgelost 
werden konnten = isoliertes a-Alkaptochrom. 

Wie aus dem eben angefiihrten und den iibrigen Iso- 
lierungsversuchen hervorgeht, ist die Quantitiit erhaltener reiner, 
krystallisierter a-Substanz sehr unbedeutend im Verhiiltnis zu 
dem angewandten Ausgangsmaterial. Teilweise beruht dies 
auf wihrend des Isolierungsverfahrens unvermeidlichen Ver- 
lusten, hauptsachlich bei der Ansauerung der Reaktionsmischung 
(da ein Teil mit dem abfiltrierten Niederschlage mitgeht), bei 
der Ammoniumsulfatausfaiilung (da ein Teil in dem Filtrat zu- 
riickbleibt), bei der letzten Essigitherausschiittelung (da stets 


') In der abgeschiedenen Fliissigkeit fand sich wieder ein Rest 
von §-Alkaptochrom (bei Ammoniakalisierung mehr rote Farbung und 
starke Fluorescenz in Gelbrot). 

*) Hierdurch wurde die letzte Spur von B-Alkaptochrom entfernt, 
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ein nicht unwesentlicher Teil, als sich bei Anwendung gebiihr- 
licher Mengen Essigiither nicht lésend, zurtickbleibt), sowie 
schliefilich bei der Umkrystallisierung aus kochendem Wasser. 
Diese Verluste miissen jedoch in den Kauf genommen werden, 
wenn es gilt, die Substanz rein, besonders frei von der B-Sub- 
stanz zu erhalten. In diesem Zusammenhang ist auch die un- 
geheure Firbkraft (siehe hieriiber S. 342) zu beachten, weshalb 
die absolute Menge der Substanz in der urspriinglichen, kriiftig 
gefiirbten Reaktionsmischung weit geringer sein diirfte, als man 
auf Grund des Aussehens anzunehmen vielleicht geneigt ist. 


3. a-Alkaptochrom. 
a) Physikalische Beschaffenheit. 


Die Krystalle sind, wie bereits erwiéhnt, stark metall- 
gliinzend, mit griinem Reflex. Je besser ausgebildet sie sind, 
um so lebhafter ist die reflektierende griine Farbe (bei weniger 
entwickelter Krystallform ist der Reflex mehr grau, wobei die 
Krystalle an die von elementiirem Jod erinnern). In durch- 
fallendem Licht, worin sie nur unter dem Mikroskop betrachtet 
werden kénnen, sind die Krystalle, je nach der relativen Diinn- 
heit, schwiicher oder stiirker braungrau. Hinsichtlich der Form 
sind die Krystalle stets von ganz geringer Dicke; wohlausge- 
bildet stellen sie langgestreckte, hexagonale Tafeln oder breite 
platte Nadeln dar, im entgegengesetzten Falle isodiametrische, 
teilweise rhombische, ganz kleine Tafeln. Die Krystalle sind 
geruch- und geschmacklos. Betreffs der Farbe in mit verschie- 
denen Loésungsmitteln hergestellten L6sungen, wie auch betreffs 
der spektroskopischen Untersuchung siehe unten. 


b) Verhalten bei Erhitzen. 
Bei Erhitzen der im Exsikkator getrockneten Substanz 
im Toluolbad (+- 105° C.) tritt kein Gewichtsverlust oder sonstige 
Veriinderung ein. Bei suecessiv vorgenommener stiirkerer Er- 


hitzung (auf Platinblech) tritt — ohne dafi Schmelzen, Subli- 
mieren oder Bliihung sich einstéllt — Dekomposition ein unter 


Zuriicklassung eines kompakten Kohlenrestes, der bei fortge- 
setzter Erhitzung ohne den geringsten Rtickstand verbrennt. 
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c) Verhalten gegeniiber indifferenten Lisungsmitteln. 

Die Substanz ist in Wasser wie auch in Athylalkohol bei 
Zimmerwiarme nur spurenweise loslich (L6sung blabgelb); beim 
Kochen (in Platingefiifi zur Vermeidung von Alkaliwirkung) weit 
lislicher, jedoch auch hierbei relativ schwer léslich (L6sung 
orangefarben). In Essigither oder in Aceton nur spurenweise 
lislich (Losung blabgelb) bei Zimmerwiirme; beim Kochen wenig 
mehr loslich. Bei Zimmerwiirme vollkommen unldéslich in Methyl- 
alkohol*, Athylither, Acetessigiither*, Chloroform, Tetrachlor- 
methan, Epichlorhydrin, Benzol, Toluol, Petroleumiither, Ligroin, 
Terpentinél, Schwefelkohlenstoff, Kisessig*, Essigsiiureanhydrid*, 
Glycerin* oder Anilin®*; in den letztangefiihrten LOsungsmitteln 
nicht oder nur unbedeutend loslich auch beim Kochen, auberdem 
ist dies der Fall bei den oben mit einem Sternchen bezeich- 
neten (in diesen Fiillen ist die Lésung orangefarben). Sehr 
leicht léslich ist die Substanz schon bei Zimmerwiirme in Pyridin 
(die an sich orangefarbene Lésung wird bei Verdiinnen mit 
Wasser blutrot-kirschrot). 

Bei spektroskopischer Untersuchung der Pyridinl6sung 
ist keine distinkte Absorptionsbande zu bemerken, wohl aber 
eine Totalausléschung, beginnend in der griinen Partie zwischen 
der D- und der E-Linie (bei der Wellenlinge 575—550) und 
sich durch das Blau und Violett hin erstreckend. 

d) Verhalten gegentiber Basen. 

Als eine Siéiure, wenn auch eine schwache (siehe 5. 344), 
wird a-Alkaptochrom in Wasser bei Gegenwart von Basen im 
allgemeinen geldst, dabei das entsprechende leichtlOsliche Salz 
bildend.?) 

Kalium- oder Natriumhydroxyd. Die Liésung schon 
violett (Farbenqualitiit nahe tibereinstimmend mit der einer 
Methylviolettldsung) und ohne Fluorescenz. Wird eine solche 
Losung mit etwas weinsiurehaltiger Ferrosulfatl6sung versetzt, so 
tritt augenblickliche Entfarbung ein.?) Beim ruhigen Stehen der 


') Eine Ausnahme bilden u. a. Baryumhydroxyd, das ein in Wasser 
fast unlisliches Salz bildet, sowie Narkotin, als eine allzu scliwache Base. 
*) Das geschieht dagegen nicht bei der gleichen Behandlung einer 
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Reaktionsmischung zeigen sich innerhalb einiger Sekunden 
violette Streifen in der Niihe der der Luft ausgesetzten Ober- 
fliche. Beim Umschiitteln nimmt die Fliissigkeit momentan ihre 
urspriingliche Farbe an. Dieses sehr sch6ne Experiment lift 
sich mehrmals an derselben Versuchsportion wiederholen. 

Kalium- oder Natriumecarbonat. Lésung violett von 
derselben Qualitiit wie im vorigen Fall. 

Kalium-, Natrium- oder Ammoniumbicarbonat. 
Die violette Farbe der Lisung sticht mehr ins Rote (als im 
vorigen Versuch) und wird bei Einleiten von Kohlensaéure bald 
gelbrot: beim Kochen einer solehen Lésung kehrt die violette 
Farbenqualitaét, wie sie oben beschrieben worden, bald zuriick. 

Magnesiumoxyd. Die Mischung ist erst rotbraun, spiter 
violett; beim Filtrieren violette Fliissigkeit. 

Zinkoxyd. Die Mischung rotbraun; das Filtrat von der- 
selben Farbe. 

Anilin, p-Toluidin, Antipyrin oder Morphium. Lo- 
sung orangefarben. 

Ammoniak. Lésung') violett (von derselben Farben- 
qualitét, wie sie bei Kaliumhydroxyd usw. angegeben worden 
ist). Die Farbkraft des a-Alkaptochroms in ammoniakalischer 
Losung ist ungeheuer; deutliche Violettfarbung wurde (bei Be- 
obachtung von 1 Liter in ein Becherglas gegossen und auf 
weiber Unterlage placiert) noch bei einer Verdiinnung von 
1: 20000000 beobachtet. Fur ammoniakalische Losung wird 
spektroskopisch eine umfangreiche Absorptionspartie in Griin 
und Gelb beobachtet, die sich bei stirkerer Konzentration auch 
ins Rote hineinerstreckt; die Grenzen sind wenig distinkt und 
die Breite auf beiden Seiten von der D-Linie ist in hohem 
Grade von der Konzentration der Lésung abhingig. Unter ge- 
wissen Umstinden kann die violette Farbe der ammonia- 
kalischen LOsung mehr ins Blaue gehen. So z. B. bei starkerer 
Erwirmung (bei darauffolgender Abktihlung auf Zimmertem- 


ammoniakalischen Lésung, sofern diese nicht gleichzeitig mit Kali- oder 
Natronlauge versetzt wird. 
‘) Bei Zimmerwirme und bei mafiger NH,-Konzentration. 
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peratur stellt sich wieder die urspriingliche Farbe ein: der 
Versuch labBt sich wiederholen!), bei Zusatz einiger Volumina 
yon «Doppelammoniak», von 33°/oiger Methyl- oder Athyl- 
aminldsung oder von Pyridin. Bei Einleiten von Kohlendioxyd 
zieht sich die Farbe mehr ins Rote, eine Ausscheidung der 
freien Farbséure geschieht aber nicht (Unterschied gegeniiber 
dem Farbstoff aus Homohydrochinon siehe 8. 350). Bei nach- 
folgendem Kochen bzw. Abkihlen kehrt die urspriingliche Farbe 
wieder zurtick. Bei Zusatz einiger Volumina Alkohol geht die 
Farbe mehr ins Rote oder Rotbraune; bei Verdiinnung mit 
Wasser stellt sich wieder die normale violette Farbe ein. Eine 
ammoniakalische Lésung wird nicht entfiirbt, wenn etwas 
Schwefelammonium oder Natriumsulfit, jedes fiir sich, hinzu- 
gefiigt wird, wohl aber wenn beide gleichzeitig hinzugesetzt 
werden (unter Umschiitteln bei Luftzutritt wird die Fliissigkeit 
wieder violett). 

Methyl- oder Athylamin. In 33°/oiger Lésung davon 
list sich a-Alkaptochrom mit fast rein blauer Farbe, die bei 
nachfolgender Verdiinnung mit Wasser einer violetten Fiirbung 
Platz macht. 

Die bisher geschilderten Verhiiltnisse beziehen sich auf 
das a-Alkaptochrom in Substanz, zusammengebracht mit Wasser 
und der betreffenden Base. Im Anschluf hieran seien einige 
Angaben tiber das Verhalten der Substanz gegeniiber Basen 
geliefert, wenn sie sich in Essigiétherldsung befindet. Eine der- 
artige Lésung (orangefarben) wird bequem dadurch bereitet, 
dafi man die Substanz in verdiinntem Ammoniak list, Schwefel- 
siiure in reichlichem Uberschu8 hinzusetzt (wobei kirschrote 
Firbung eintritt) und unverziglich mit Essigiither ausschiittelt, 
der abgeschieden wird. Nach Zusatz von Ammoniumsulfat bis 
zur Sattigung wiederum Ausschiitteln mit Essigiither. Die ver- 
einigten Essigiitherportionen werden mit etwas Wasser ge- 
waschen, mit wasserfreiem Natriumsulfat entwiissert und filtriert. 
Beim Schiitteln mit einer kleinen Portion alkalischer Fliissigkeit, 
z. B. Ammoniak, Natronlauge, Natriumcarbonatlésung oder mit 
basischem Stoff in Substanz (fein pulverisiert), z. B. Magnesium-, 
Blei- oder Zinkoxyd-, Calcium-, Baryum- oder Kaliumcarbonat, 
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-_~ 
Coane 


geht der Farbstotf quantitativ aus dem Essigither tber, welcher 


farblos zurtickbleibt. 
e) Das Ammoniumsalz (einige qualitative Versuche damit). 


Das Ammoniumsalz wird leicht dadurech erhalten, daf 
man im Exsikkator bei Zimmerwiirme die tiefviolette, ammo- 
niakalische Losung des a-Alkaptochroms bis zur Trockenheit 
eindunstet. Es wird dabei als eine an der Oberfliiche griin- 
metallisch schimmernde, bei Pulverisierung braunrote, in reinem 
Wasser leichtlOsliche Masse erhalten. Mit einer wasserigen L6- 
sung davon (orangefarben) wurden folgende Versuche angestellt. 

1. Kine Portion wurde iiber Wasserbad bis zur Troekenheit 
eingedunstet, worauf der Riickstand im Toluolbad (-+- 105° C.) 
einige Stunden lang erhitzt wurde. Der grinmetallisch spiegelnde 
Rest war nur spurenweise in Wasser ldslich, léste sich da- 
gegen in verdiinntem Ammoniak mit vollig derselben Farben- 
qualitiit wie das a-Alkaptochrom selbst. Es zeigt dies teils, 
dal} das Ammoniumsalz beim Eintrocknen vollstindig disso- 
zilert wird (was den Charakter der Saure als einer schwachen 
bekundet), teils, daB das a-Alkaptochrom bei einer solchen 
Behandlung nicht zerstOrt wird. 

2. Zusatz von Ammoniumsulfat bis zur Séattigung — Aus- 
scheidung roter Flocken (mikroskopisch aus feinen Krystall- 
nadeln bestehend); bei Zusatz von Wasser gehen diese wieder 
in Lésung (die urspriingliche Orangefarbe tritt wieder ein). 
(Siittigung mit Natriumchlorid verursacht kein Entsalzungspha- 
nomen.) 

3. Zusatz von Essigsiiure — Ausscheidung braunroter 
Flocken (mikroskopisch feine Krystallnadeln). 

4, Digestion mit ungefiirbtem Wollgarn — keine Fixierung 
von Farbstoff (wohl aber nach Anséuerung mit Schwefelsiiure 
oder Chlorwasserstoffsiiure). 

5. Zusatz von Silbernitratl6sung — braunrote Flocken, in 
Ammoniak loslich; die violette L6sung wird weder bei Zimmer- 
wiirme noch beim Kochen reduziert. 

Zusatz von Cuprisulfatlbsung — dunkelrote Flocken, be! 
Ammoniakzusatz léslich (blauviolette Fliissigkeit). 
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Zusatz von Merkurichloridl6sung — rote Flocken, die 
bei Ammoniakalisierung nicht verschwinden (ihre Farbe geht 
dabei in Blauviolett iber). 

Zusatz von neutraler Bleiacetatl6sung — braunrote Flocken, 
die sich in Ammoniak nicht lésen (dabei blauviolette Farbe 
annehmen). 

Zusatz von Baryumchlorid- (oder -nitrat-) Losung — braune 
Flocken, die sich nicht bei Zusatz von Ammoniak lOsen (dabei 
violette Farbe annehmen).!) 

Zusatz von Baryumhydroxydlésung — blauviolette Flocken 
(unveriindert durch Zusatz von Ammoniak). 

Die unter 5. angegebenen Fiillungsverhiiltnisse zeigen 
deutlich, daB a-Alkaptochrom mit gewissen Metallen schwer- 
lisliche oder nahezu unldsliche Salze bildet. 


f) Verhalten gegeniiber Siuren. 

Schwefelsiiure. In konzentrierter Siiure bei Zimmer- 
wiirme lost sich a-Alkaptochrom — ohne zersetzt zu werden 
— mit orangeroter Farbe; bei der Verdiinnung der Loésung 
mit einigen Volumina Wasser nimmt die Mischung schon kirsch- 
rote (chamiileoniihnliche) Farbe an. Bei Schiitteln dieser letz- 
teren Loésung mit Essigiither (gleiche Volumina) geht der Farb- 
stoff zum gr6ften Teile in den Essigither tiber, diesen orange- 
rot fiirbend. Wird dann Ammoniumsulfat hinzugesetzt, bis die 
saure Fliissigkeit damit gesiittigt ist, geht der Farbstoff bei 
erneutem Umschiitteln vollsténdig (und in chemisch unveriin- 
derter Form) in den Essigiither tber. Bei Digestion der oben 
erwahnten kirschroten, sauren Lésung mit ungefiirbtem Woll- 
garn wird der Farbstoff an diesem fixiert. Nach Auswaschen 
des Garns mit Wasser zeigt es braunrote Farbe; bei nach- 
folgender Behandlung mit verdiinntem Ammoniak wird der 
Farbstoff herausgelist (die Fliissigkeit violett), und das Garn 
bleibt nach einigem Waschen ganz ungefarbt zuriick. Natrium- 
sulfit, in reichlicher Menge zu der sauren Lésung hinzugesetzt 


*) Der Versuch kann auch so variiert werden, dafs die Lésung des 
a-Alkaptochromammoniumsalzes direkt mit stark ammoniakalisierter Lésung 
von Baryumsalz versetzt wird, wobei unmittelbar violette Flocken ausfallen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio. Chemie, LXIX. 23 
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(starker Geruch von Schwefeldioxyd), bewirkt weder bei Zim- 
merwiirme noch bei Kochen eine Entfarbung. Bei darauffol- 
gender Ammoniakalisierung stellt sich die normale violette 
Farbe ein. 

Chlorwasserstoffsiure. Konzentrierte Saiure list die 
Substanz mit himbeerroter Farbe, die bei Verdiinnung mit 
Wasser sch6n kirschrot (chaméleonéhnlich) wird. Wird die 
letztere Losung mit metallischem Zinn oder Zink versetzt, so 
geht die Farbe in Blau tiber, das an Intensitéit mehr und mehr 
abnimmt; bei Zusatz von etwas Wasserstoffsuperoxyd tritt 
wieder sofort die urspriingliche kirschrote Farbe ein. Beim 
Kindunsten der L6sung des a-Alkaptochroms in konzentrierter 
HCl im Kalkexsikkator erhilt man die Substanz — als einen 
graugriinen, metallisch glinzenden Rtickstand (mikroskopisch 
ein Kongregat von feinen Krystallnadeln) — in chemisch un- 
veriinderter Form. Sie gibt also kein Hydrochlorid. 

Salpetersiiure. In gewohnlicher (25°/oiger) Séure bei 
Zimmerwiirme lost sich die Substanz ganz unbedeutend. Bei 
Erwiirmung auf Wasserbad lést sie sich; die Lésung (orange- 
farben) gibt bei Eindunsten bis zur Trockenheit nur einen 
schwachgelben Riickstand, der bei Auflosen in verdiinntem Am- 
moniak keine Fiirbung hervorruft (die Substanz also chémisch 
verandert). 

g) Chemische Konstitution. 

Obwohl, wie aus dem oben Angefiihrten hervorgeht, die Sub- 
stanz, die hier als a-Alkaptochrom bezeichnet worden ist, ein 
in reinem Zustande isoliertes, wohlcharakterisiertes Individuum 
repriisentiert, ist das Kapitel, das die obige Uberschrift wirk- 
lich verdiente, leider noch ungeschrieben und wird es bleiben, 
bis jemand, mit reicheren Hilfsmitteln ausgeriistet, als sie mir 
zu Gebote gestanden, médglicherweise die Frage zu erneuter 
Behandlung aufpehmen kann. Es erschien mir richtiger, das 
spirliche Material, iiber das ich habe verftigen kénnen, zu einer 
relativ vielseitigen Erforschung der nota characteristica der 
neuen Substanz in qualitativer Hinsicht (Identitatsreaktionen usw. ) 
zu benutzen, als es der Anstellung einer geringen Anzahl von 
Elementaranalysen zu opfern, dabei der Gefahr mich aussetzend, 
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nach einem eventuellen MiBlingen derselben nichts fiir die Er- 
jrterung der Frage gewonnen zu haben. Da es jedoch fiir 
eine ganz praliminiire Spekulation tiber die Stellung der Sub- 
stanz in konstitutioneller Hinsicht von fundamentaler Bedeutung 
war, festzustellen, ob dieselbe N-haltig ist oder nicht, und im 
ersteren Falle die approximative Gréfe des N-Gehaltes zu be- 
stimmen, so wurde ein Teil des Materials auf eine quantitative 
N-Bestimmung verwendet.') 

0,1159 g Substanz (im Exsikkator getrocknet) ergaben 
bei 716 mm und —+- 18° C. 8,3 eem N, woraus sich berech- 
net: 7,82°/o N. In Anbetracht dessen und mit Riicksicht auf 
die Entstehungsweise der Substanz — Oxydierung von Homo- 
gentisinsdure, d. h. einer p-Dioxybenzol-(Hydrochinon-)Substanz 

kann nahezu mit Sicherheit angenommen werden, dab das 
a-Alkaptochrom zu der Gruppe der Chinonimidfarbstoffe zu 
rechnen ist, die bekanntlich von den im isolierten Zustande 
noch nicht bekannten Chinonimiden deriviert werden: 


NH NH 

F chi ia 

bezw. | 

hd age 

O NH 
Chinonmono-imid. Chinondi-imid. 


Geht man ferner davon aus, dai a-Alkaptochrom, auf 
Grund seines Siiurecharakters, in Ubereinstimmung mit der 
Muttersubstanz, Homogentisinséure (Hydrochinonessigsiure) : 


CH, - COOH, 
CH, COOH 


eine Carboxylgruppe enthalten mu, so diirfte man fiir die 


1) Diese und die iibrigen in dieser Abhandlung erwihnten Ele- 
mentaranalysen sind bereitwilligst und mit grofer Sorgfalt von Herrn 
Dr. H. Weil, Miinchen, ausgefiihrt worden. Samtliche N-Bestimmungen 
sind nach Dumas ausgefiihrt worden. Die auf die so erhaltenen pri- 
miaren Analysendaten gegriindeten Berechnungen sind vom Verf. aus- 
gefiihrt worden. 


23* 
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neue Substanz, als die denkbar einfuchste, die Formel betrach- 


ten koénnen: 


NH NH 
/~ “NCH, - COOH 
oder | 
\ CH, COOH \/ 
() ) 


Fiir diese isomeren Benzochinonmono-imido-essigsiuren 
(oder Benzochinonessigsiiuremono-imiden)!) ist ein dem. tat- 
siichlich gefundenen (7,82°/0) ziemlich naheliegender N-Gehalt 
erforderlich, nimlich 8,49°/o (fiir Benzochinondi-imidoessigsiure 
dagegen: 18,30°/o). Wie es sich indessen in Wirklichkeit mit der 
Konstitution des a-Alkaptochroms verhalt, mu, wie bereits 
hervorgehoben, kiinftigen Forschungen festzustellen vorbehalten 


bleiben. 

Nachtrag. Die Homogentisinséure besitzt offenbar ausgeprigte 
chromogene Natur, so dafs sie auch unter anderen Bedingungen als den 
oben behandelten Farbstoff bilden kann. Dies wird durch eine klinische 
Beobachtung bestitigt, tber die Poulsen neulich in seiner mono- 
graphischen Arbeit ttber Ochronose?) mit folgenden Worten_ berichtet 
hat: «Bei meinen 3 Patienten (Alkaptonurici) erweist sich der Schweif 
in den Achselhéhlen, in der Gegend der Pubes und in den Genitofemoral- 
falten als blaugriin oder griinspanfarben. Die Haut ist an diesen Stellen 
bliulich gefirbt, die Farbe laf&t sich aber ziemlich leicht mit Wasser ab- 
waschen; nur von den Poren wird die Farbe hartnackig festgehalten. 
Die Wiische des Patienten ist (auf den entsprechenden Partien) griin- 


oder griinblaufleckig. » 


') Von diesen ist keine meines Wissens bisher dargestellt worden 
Eine Substanz von derselben empirischen Formel (C,H,O,N), 2-Acetyl- 


amido-1,4-benzochinon: 
QO 


rm, 


\_/NH(CHS - CO), 
O 
wird von Kehrmann und Bahatrian (Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXI, 1898, S. 2400) beschrieben, von der es u. a. heifit: «Krystalli- 
siert in rotgelben, dicken Prismen vom Schmelzpunkt 142°; ist leicht! 
léslich in Wasser und den gebriéuchlichen organischen Liésungsmitteln> 
(kann also mit a-Alkaptochrom nicht identisch sein), 

*) <Om ochronotiske Tilstande hos Mennesker og Dyr», Kopen- 
hagen 1910, S. 124. 
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B. Einige Verwandten der Homogentisinsaure (gepriift unter 
Anwendung der fiir die a-Alkaptochromreaktion geltenden Bedingungen). 


Die nachstehenden p-Dioxybenzol- (Hydrochinon-) Sub- 
stanzen sind dabei in erster Linie in Frage gekommen.’) 


1. Homohydrochinon (Toluhydrochinon), C,H, - CH,(OH),. 


Diese Substanz?) ergibt, auf analoge Weise behandelt, 
ein Reaktionsresultat, das an Farbenpracht der Alkaptochrom- 
reaktion nichts nachgibt. Die Reaktionsfliissigkeit wird intensiv 
rotviolett und auferdem kriiftig in Orange fluoreszicrend. In 
diesem Falle scheint (auSer braungefiirbter Substanz) ein ein- 
ziger Farbstoff gebildet zu werden. Derselbe kann isoliert und 
dabeiin krystallisierter Gestalt durch folgendes Verfahren erhalten 
werden. Die Reaktionsmischung ?*) wird in verdiinnte Schwefel- 
siure (1 Vol. konz. Schwefels. + 3 Vol. Wasser), 175 cem 
pro Liter, gegossen. Nach einem Tag wird der entstandene 
dunkle Niederschlag (der die Hauptmenge des Farbstoffes ent- 
hilt) abfiltriert und mit Wasser, das mit Schwefelsaiure etwas 
angesiiuert ist, gewaschen. Niederschlag -+- Filter -- etwas 
Wasser werden fleifig mit Essigiither in reichlicher Menge und 
zu wiederholten Malen geschiittelt. Nachdem der gesamte Essig- 
iither mit !/10 Volumen Wasser einigemal gewaschen worden, 
wird er mit extrem feingepulvertem Bleioxyd geschiittelt, *) 


1) Von sonstigen, der Homogentisinsiure weniger nahestehenden, 
aber doch, wie zwei bis mehr Hydroxylgruppen enthaltende Benzol- 
derivate, verwandlten Substanzen sind u. a. Pyrokatechin, Resorcin, 
3-Resorcylsiure, Phloroglucin, Pyrogallol, Gallussiure, Tannin, Proto- 
catechuséure in der erwalnten Hinsicht gepriift worden, saimtliche mit 
negativem Resultat (d. h. keine Entstehung von Farbstoff, aufer, in ge- 
wissen Fillen, braun- oder rotbraungefiirbte Substanz). 

*) Priparat von Kahlbaum, Berlin. 

5) In meinem Hauptversuch ist eine solche angewandt worden, die 
anfangs 0,5°/o Homohydrochinon und 2°/o NH, enthielt; sie wurde in 
gewOhnlichen Literflaschen, bis halbwegs in den Hals hinauf gefiillt, 
30 Tage lang stehen gelassen, 

4) Die Bindung des Farbstoffes durch das Bleioxyd ist wahrschein- 
lich ein Adsorptionsphinomen. Beim Schiitteln des Essigithers mit ge- 
sittigter Lésung von neutralem Bleiacetat wird dagegen dieser Farbstoff 
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wovon so viel hinzugesetzt wird, dai der (anfangs kriiftig 
orangefarbene) Essigather schlieblich nur schwach gelbgefirbt 
ist. Der abgeschiedene Bleioxydniederschlag (von braunvioletter 
Farbe), mit zimmerwarmem Alkohol gewaschen, wird wieder- 
holt mit Alkohol (95°%/oig) in reichlicher Menge ausgekocht. 
Der gesammelte und filtrierte Alkoholextrakt wird auf Wasser- 
bad auf ein ganz geringes Volumen eingedunstet, wobei ein 
Magma von rotbraunen Krystallnadeln entsteht, die abgeschieden, 
ausgeprebt und getrocknet werden. Die Ausbeute ist gering, 
was zum Teil darauf beruht, dah ein betriichtlicher Teil des 
mit Schwefelsiiure ausgefiillten Farbstoffes sich nicht mit er- 
triiglichen Mengen Essigither in L6sung bringen 1ibBt. 

In der beschriebenen Weise dargestellte Substanz wird. 
bei Gegenwart von Wasser, z. B. von Kalium- oder Natrium- 
hydroxyd, Kalium- oder Natriumcarbonat (dagegen nicht von 
entsprechenden Bicarbonaten), von Magnesium- oder Baryum- 
hydroxyd sowie von Ammoniak gelést, wobei eine fiuSerst farb- 
kriiftige L6sung (prachtvoll rotviolett!) mit starker Fluorescenz 
in Orange) entsteht. 

Bei Zusatz von Essigsiiure zu einer mit Alkali bereiteten 
Losung oder Einleiten von Kohlendioxyd in dieselbe wird der 
Farbstoff ausgeschieden, im ersteren Falle braunrote, volumi- 
nose, amorphe Flocken bildend, im letzteren Falle als feine, 
rotbraune Krystallnadeln (einfach oder in Rosetten). Nach 
Filtrieren ist die Fliissigkeit in beiden Fiillen fast farblos. Der 
Farbstoff in freiem Zustande ist demnach iiuBerst schwerlds- 
lich in Wasser.?) Der extrem schwache Siiurecharakter des- 
selben (im Gegensatz zum a-Alkaptochrom) wird durch das 
ebenerwiihnte Verhalten gegentiber Kohlendioxyd, wie auch 
durch seine Unloslichkeit in Alkalibicarbonatlésung und durch 
das Verhalten der ammoniakalischen Lisung beim Eindunsten im 


nicht ausgefallt, im Gegensatz zu dem, was beim a-Alkaptochrom de! 
Fall ist (siehe 5S. 338). 

') Bei Anwendung von Doppelammoniak oder bei Zusatz von Methy!- 
oder Athylamin oder Pyridin zu der mit gewdhnlichem Ammoniak be- 
reiteten Lésung geht die violette Farbe mehr ins Blaue. 

*) Auch in kochendem Wasser ist die Léslichkeit so gering, dal 
eine Umkrystallisierung daraus nicht ausfiihrbar ist. 
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Schwefelsiiureexsikkator illustriert. Trotzdem dies bei Zimmer- 
wiirme vorgenommen wird, erweist sich niéimlich der Ver- 
dunstungsrest als nicht aus einem Ammoniumsalz, sondern aus 
dem freien Farbstoff (in Form schin ausgebildeter, dunkel- 
brauner, in Wasser unloslicher Krystallnadeln) bestehend. 

Gegentiber Ferrosulfat verhilt sich die mit Natronlauge 
bereitete, bezw. die ammoniakalische L6sung in einer mit dem 
Verhiiltnis beim a-Alkaptochrom vollig analogen Weise (siehe 
S. 541). Von konzentrierter Schwefelsiure wird die Substanz 
mit violetter (methylviolettihnlicher) Farbe gelost, die bei Zusatz 
von Wasser successiv kirschroter-orangeroter Farbe Platz macht. 
Derartige saure LOsung verhalt sich bei Reduktion mit metalli- 
schem Zink auf eine Weise, die der ftir a-Alkaptochrom an- 
gegebenen (siehe 5. 346) analog ist. 

Im Gegensatz zu der letztgenannten Substanz gibt dieser 
Farbstoff keine schwerlésliche Baryumverbindung (siehe S. 345). 
Auf eine niihere Priifung des fraglichen Farbstoffes bin ich 
nicht eingegangen und kann mich daher auch nicht einmal 
vermutungsweise tiber seine Konstitution tiubern. 


2. Oxyhydrochinon, C,H,(OH),, 1, 3, 4-Trioxybenzol. 


Auch diese Substanz!) erweist sich unter fiir die Alkapto- 
chromreaktion geltenden Bedingungen als von chromogener 
Natur. Die Reaktionsmischung nimmt intensive, blauviolette 
Fiirbung an (entbehrt aber der Fluorescenz). Giebt man sie 
in verdiinnte Schwefelsiiure, so wird der entstandene Farbstoff 
nahezu komplett in Form amorpher, voluminoser, violettbrauner 
Flocken ausgeschieden, die nach Auswaschen mit Wasser, Auf- 
losung in verdiinntem Ammoniak, erneuter Ausfiillung mit 
Schwefelsiiure, Waschen mit Wasser, Auspressen und ‘lrocknen 
eine metallisch gliinzende, schwarze Masse bildet. Diese Masse 
lift sich zwar (im Gegensatz zu den Farbstoffen aus Homo- 
gentisinséure und Homohvdrochinon) in relativ reichlicher Aus- 
beute gewinnen, da sie aber, als in allen gepriiften indiffe- 
renten Lésungsmitteln unldslich, vorléufig keiner eigentlichen 
Reinigungsprozedur hat unterzogen noch in krystallisierter Form 


') Praparat von Kahlbaum, Berlin. 
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hat erhalten werden kénnen, so ist die Garantie fiir ihre Natur 
als einheitliche chemische Verbindung unzureichend. 

Zu ihrer Charakteristik sei nur bemerkt, dab sie sich in 
Alkali mit blauvioletter Farbe lost; aus solcher (nicht fluores- 
cierender) LOsung werden von Essigsiiure, nicht aber bei Kohlen- 
dioxydsiittigung, Flocken (braunrot) ausgefiallt. 

Gegen Ferrosulfat (in weinsiiurehaltiger Losung) verhiilt 
sich die mit Natronlauge bezw. Ammoniak hergestellte Losung 
analog wie die des a-Alkaptochroms oder des Homohydrochinon- 
farbstoffes. Von konzentrierter Schwefelsiure wird die Substanz 
mit prachtvoller indigoblauer Farbe gelost. 


3. Homogentisinsdurelacton, C,H. 


Zur Priifung dieser Substanz lag ein besonderer Anlaj 
vor. Langstein und Meyer’) haben namlich fiir dieselbe eine 
Farbenreaktion beschrieben, die a priori als in Zusammenhang 
mit der Alkaptochromreaktion der Homogentisinsiéure stehend, 
eventuell mit ihr identisch angenommen werden konnte. Die 
Autoren bemerken hieriiber: «Durch diese Reaktion war er (der 
Korper) als ein Alkaptonkorper deutlich charakterisiert, unter- 
schied sich jedoch von den bekannten durch — — — das 
Verhalten gegeniiber verdiinnter Sodaldsung und Ammoniak. 
Hierin léste er sich mit intensiv hellblauer Farbe, die allmiih- 
lich in ein tiefes Dunkelviolett tiberging und schlieBlich von 
der Oberfliiche her braunviolett wurde». Die Richtigkeit des 
erwiihnten Reaktionsverhaltens habe ich konstatieren kOnnen 
— Voraussetzung fiir das Gelingen der Reaktion ist, dafi die 
alkalische Fliissigkeit (auch Natronlauge kann angewandt werden) 
in diuberstem Grade verdiinnt ist — aber auch, dai die Reaktion 
von ganz anderem Charakter ist als die Alkaptochromreaktion. 
Unter anderem ist das hier auftretende Farbenphiinomen (die 
Violettfiirbung) nicht annéhernd von der Intensitaét, die der 
Alkaptochromreaktion zukommt, und von relativ sehr rasch 
iibergehender Art. Bei lege artis ausgefiihrter Alkaptochrom- 


1) Deutsch. Archiv f. klin. Med., Bd. LXXVII (1903), S. 161. 
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reaktion (Homogentisinsiure ersetzt durch ihr Lacton) wird ein 
bestimmt negatives Resultat (nur Braunfiirbung) erhalten. 

Mit dem Lacton!) wurden ferner einige Verseifungsver- 
suche mit nachfolgender Alkaptochrompriifung angestellt. In 
jedem Versuch wurden 0,15 g Substanz angewandt, die in ein 
GlasrOhrechen von 6 cem Rauminhalt eingeschlossen wurde, 
welches in jedem Falle vollstiindig mit der betreffenden Fliissig- 
keit angefiillt und wohlverschlossen wurde. 

Versuch 1. Fliissigkeit: 6 ecm Sol. ammoniaci (= 10°/oiges 
NH,). ?) 

Nach 1 Tage bei Zimmerwiirme Verdiinnung auf 30 ccm, 
worauf 25 ecem in ein Reagenzrbhrchen (1,5 cm Durchmesser) 
cebracht wurden. Keine Alkaptochromreaktion stellte sich ein 
nur Braunfirbung). 

Versuch 2. Der vorige Versuch wiederholt mit demselben 
negativen Resultat. 

Versuch 3. Fliissigkeit: 6 cem Sol. ammoniaci. Nach 
einem Tag bei +- 40° C. Verdiinnung auf 30 ccm (siehe Vers. 1). 
Resultat: negativ. 

Versuch 4. Fliissigkeit 2,0cem Normalkalilauge*) -- 4¢em 
destilliertes Wasser. Nach 1 Tag bei 4+- 40° C. wurde der 
Inhalt des Roéhrchens in eine Mischung von 2 ccm Normal- 
schwefelsiure +- 10 ccm Wasser gegossen, danach Zusatz von 
6 cem Sol. ammoniaci, Verdiinnung auf 30 ccm usw. (siehe 
Vers. 1). Resultat: brillante positive Alkaptochromreaktion. 

Aus den Versuchen 1—3 scheint hervorzugehen, dab das 


Lacton nicht — im Gegensatz zu den Angaben von Wolkow 
und Baumann‘) — mit Leichtigkeit von Ammoniak verseift 


‘) Von mir aus isolierter Homogentisinséure hergestelltes, aus 
kochendem Wasser zweimal umkrystallisiertes, fast farbloses Priiparat ; 
Schmelzpunkt: +- 190° C. 

2) Das Lacton lést sich bald darin zu einer schwach gelben 
Fliissigkeit. 

3) Molek.-Gew. des Lactons 150; angewandte Substanzmenge 0,15 g, 
also entsprechend 1,0 ccm Normallésung, weshalb 2,0 ccm Normalkalilauge 
die doppelte Menge reprisentiert, die zur Bindung event. gebildeter 
Homogentisinséure zu neutralem Salz erforderlich ist. 

A. a. O., 8. 254, 
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wird. Versuch 4 dagegen zeigt, dafi Verseifung mit Hilfe von 
geeignetem Alkali sich gut ausftihren Ja6t, sofern man nur fiir 
den AusschluB der Luft sorgt, obwohl Langstein und Meyer 
meinen, daf fiir diesen Zweck «Alkalianwendung sich von 
selber verbot».!) 

4. Hydrochinon usw. 


Hydrochinon, Chinhydron,?) Hydrochinondiani- 
lin,?) Hydrochinondimethylather,*) Gentisinsiure 
(Hydrochinoncarbonsiiure)*) und Arbutin*) (wie bekannt, ein 
Glykosid, bei Hydrolyse Hydrochinon und Dextrose ergebend) 
zeigen alle negatives Resultat. 


II. Verhalten bei gleichzeitiger Einwirkung von Anilin, 
bezw. dessen Homologen und Luftsauerstoff. 


Einleitung. 


In Zusammenhang mit dem Studium der Alkaptochrom- 
reaktion kam ich dazu, auch mit anilinversetztem Alkaptonharn 
zu experimentieren, was zu der Bekanntschaft mit einer Serie 
bisher nicht dargestellter, sehr charakteristischer Homogen- 
tisinsiiurederivate fiihrte. Die Untersuchung ist bis zu einem 
gewissen Grade auch auf andere p-Dioxybenzolsubstanzen aus- 
gedehnt worden, und es scheint sich aus ihr die generelle 
Regel zu ergeben, daf die dahingehérigen Substanzen, in deren 
Molekiil die beiden 1, 4-OH-Gruppen frei (unsubstituiert) sind, 
bei Einwirken von Anilin oder einem seiner Homologen (To- 
luidin usw.) sowie Luftsauerstoff zur Bildung charakteristischer 
Derivate fihrt, fiir die gemeinsam u. a. gilt, dab sie wohl- 
krystallisierend (feine Nadeln oder diinne Tafeln), an sich selbst 
mehr oder weniger gefirbt (gelb, rotbraun usw.), geschmack- 
und geruchlos, in Wasser vollkommen unldslich, dagegen melir 
oder weniger léslich in organischen Lésungsmitteln (hesonders 


Aw. £2, 3S. Bee. 

*) Von mir hergestelltes Praparat. 

‘) Priiparat erhalten von Kahlbaum, Berlin. 
') Priparat erhalten von Merck, Darmstadt. 
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in kochendem Eisessig,!) ammoniakalische SilberlOsung nicht 
reduzierend sind, sowie sich in konzentrierter Schwefelsiiure 
lisen, dabei eine iiuBberst prachtvolle Farbenreaktion gebend 
(von geringeren Abweichungen abgesehen, gilt als Regel, dab 
die Anilinderivate rote Fiirbung, die Toluidin- und Xylidinderi- 
vate blaue Fiirbung ergeben). 

Die Reaktion diirfie, wenigstens der Regel und Haupt- 
sache nach, in der Weise verlaufen, dab unter der Kinwirkung 
des Sauerstoffes der Luft Oxydierung eintritt, wobei aus den 
beiden in 1, 4-Stellung befindlichen OH-Gruppen das H entfernt 
wird — Chinonbildung findet statt — und auferdem, Hand in 
Hand damit, 2 von den H-Atomen des Benzolkerns durch je 
eine C,H, - NH-Gruppe, bezw. die entsprechende Gruppe eines 
hdheren Homologen (C,H, - CH, -NH usw.) substituiert werden 
— Dianilid-, Ditoluidid- usw. -bBildung findet statt — also, um 
ein konkretes Beispiel zu nehmen, nach dem Schema: 

C,H, « CH, - COOH - (OH), ++ 2 C,H, -NH, ++ 20 


Homogentisinséure Anilin Sauerstoff (aus der Luft) 
== C,H, - CH, - COOH - O, - (C,H, - NH), -- 2 H,O 
Benzochinonessigséuredi-anilid Wasser. 


Die von mir angewandte Technik ist iiuBberst einfach. Eine 
wiisserige Losung des Untersuchungsmaterials (p-Dioxybenzol- 
substanz)?) wird mit gesiittigter, filtrierter Anilin-*) (Toluidin-, *) 
bezw. Xylidin-)*) L6sung in reichlicher Menge versetzt und die 
Mischung in niedrige, flache Gefiibe gegossen, die der Fliissig- 
keit eine relativ grofe Luftoberfliiche bieten; die Gefiibe bleiben 

1) Die Léslichkeit hierin nimmt stark in der Homologenserie zu, 
was bei den betr. Umkrystallisierungen zu beachten ist. 

*) Falls dieses eine Siure ist, wird im voraus mit Alkali neutralisiert. 

5) Ca. 30 g pro Liter. 

4) Bei meinen Versuchen ist p-Toluidin (ca. 5 g pro Liter) ange- 
wandt worden, als das einzige der drei isomeren Toluidine, das einen 
festen, krystallisierenden Kérper bildet und daher durch Umkrystalli- 
sieren (aus warmem Wasser) vOllig rein erhalten werden kann; Kontroll- 
versuche mit der o- bezw. m-Verbindung von Toluidin haben ergeben, 
daf\ auch mit diesen eine analoge Reaktion erhalten wird. 

°) Bei meinen Versuchen ist das einzige im Handel erhiltliche der 
verschiedenen isomeren Xylidine zur Verwendung gekommen, niimlich 
«em-Xylidin, asymmetr.» von Kahlbaum, Berlin (ca. 5 g pro Liter). 
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dann (zum Schutze vor Staub nur lose mit Papier tiberdeckt) 
bei Zimmerwiirme einige Wochen lang stehen. Das wahrend- 
dessen successiv ausgefiillte, meistens voluminése, dunkle 
(amorphe oder in gewissen Fallen krystallinische) Flocken bil- 
dende Reaktionsprodukt wird abgesondert, mit 1°/oiger Kalium- 
carbonatl6sung, danach_ sorgfiiltig mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und aus kochendem Eisessig umkrystallisiert mit nach- 
folgendem Waschen mit CCl, und Trocknen an der freien Luft, 
danach im Schwefelsiiureexsikkator (das fiir die Analyse be- 
stimmte Material schlieflich in Luftbad bei-+- 100° C.).?) 


A. Homogentisinsaure. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung der betreffenden 
Derivate wurde filtrierter Alkaptonharn?) angewandt. Nach- 
dem das spontan ausgeschiedene Reaktionsprodukt mit Wasser 
ausgewaschen worden, wird es noch weiter mit Alkohol (der 
braungefiirbte Verunreinigungen entfernt) gewaschen und mit 
1°/oiger Kaliumcarbonatlésung verrthrt.*) Nach Filtrieren*) 
wird die dunkel gefirbte Fliissigkeit mit Essigsiiure angesiiuert, 
wobei voluminése, amorphe, dunkelgefiirbte Flocken ausfallen. 


‘) Die kleineren Modifikationen, die sich bei der Darstellung der 
betr. Homogentisinsiiurederivate als erforderlich erwiesen haben, werden 
unten erwahnt. 

*) Unter Toluolzusatz in gréferem Mafstabe (in Damejeannen) auf- 
gesammelt. Sauer reagierend. Gehalt an Homogentisinséure: 0,6°/o. Pro 
Liter Harn wurden 2—3 | gesiattigter, filtrierter wisseriger Lésung von 
Anilin bezw. Homologen zugesetzt. 

5) Bei Arbeiten mit dem p-Toluidin- bezw. m-Xylidinderivat muh 
die Mischung zur BefoOrderung der Auflésung erwarmt werden. 

‘) Auf dem Filter bleibt, in relativ auferst unbedeutender Menge, 
nicht alkalilésliche Masse zuriick, aus der durch Umkrystallisieren aus 
kochendem Eisessig eine Substanz erhalten werden kann, die weit 
schwerer darin léslich ist als das alkalilésliche Hauptprodukt, und die 
mit konzentrierter Schwefelsiure dieselbe Farbenreaktion gibt wie das aus 
Hydrochinon dargestellte entsprechende Derivat und wahrscheinlich durch 
eine Nebenreaktion mit dabei erfolgender Destruktion der COOH-Gruppe 
entstanden ist. Teilweise diirfte auch die alkaliunlésliche Masse aus der 
im Nachtrag, S. 365, erwihnten Substanz (die in kochendem Eisessig 


relativ leichtlOslicher ist) bestehen, 
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Die zur Fallung gebrachte Mischung wird auf dem Wasserbad 
erwiirmt, wobei der Niederschlag sich zusammenziecht.!) Der 
Niederschlag wird abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen, ge- 
trocknet und schlieblich, wie sonst, aus kochendem Eisessig um- 
krvstallisiert. 

Siimtliche hierher gehodrige Derivate haben einen deut- 
lichen, wenn auch schwachen Charakter von Siiure. Sie lésen 
sich in verdiinnten Alkalien (z. B. Natronlauge, Kaliumcarbo- 
natlbsung, Ammoniak)?) und werden, in Form voluminéser 
Floeken, bei der Ansiiuerung der alkalischen Lésung, z. B. mit 
Essigsiiure, ausgefallt. Das Ammoniumsalz wird vollstiindig bei 
der Eindunstung der wiisserigen Lésung desselben bei Zimmer- 
wiirme im Schwefelsiiureexsikkator dissoziiert (die freie Siiure 
bleibt in Form von Krystallnadeln zurtick). Mit Kalium, Natrium, 
Baryum, Magnesium usw. werden verhiiltnismibig stabilere, 
krystallisierende Salze gebildet. Die betreffenden Derivate schmel- 
zen bei Erhitzen (unter Zersetzung): der Schmelzpunkt steigt 
innerhalb der Homologenserie. 

a) Das Anilinderivat. 

Das Anilinderivat ist auch mit isolierter Homogentisin- 
siiure als Ausgangspunkt dargestellt worden. Dabei wurde die 
wiisserige Loésung der Siure, vor dem Anilinzusatz, mit Natron- 
lauge neutralisiert und die spiter erhaltene, dunkel olivfarbene 
Reaktionsmischung (in der unter solchen Umstianden das Re- 
aktionsprodukt zum gréfiten Teile in Form von Na-Salz gelost 
bleibt) nach Filtrieren*) mit Essigsaéure gefillt, worauf im 
iibrigen in der oben angegebenen Weise verfahren wird. 

Das aus Eisessig umkrystallisierte Derivat zeigt kupfer- 
artigen Metallglanz und ist, hinsichtlich der Farbennuance, um 
so dunkler, je grobkrystallinischer es erhalten worden ist (von 


') Dabei kann es geschehen, daf die anfangs amorphen Flocken 
sich in Haufen von mikroskopisch feinen Krystallnadeln umwandeln 
(betreffs des Anilinderivats ist dies konstant beobachtet worden). 

*) Nicht dagegen in Alkalibicarbonatlésung. 

5) Auf dem Filter bleibt auch bei dieser Versuchsanordnung in 
ganz geringer Menge entstandene, alkaliunldsliche Substanz (siehe Anm. 4, 
S. 356) zuriick. 
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hell kupferfarben bis zu dunkel braunviolett, in letzterem Falle 
amorphem Phosphor ahnelnd). Bei Zimmerwarme wird es nicht 
oder nur wenig von den gewohnlichen organischen Lésungs- 
mitteln gelést; im Kochen ziemlich reichlich, auSer in Eis- 
essig, z. B. in Alkohol, Aceton oder Anilin (in Chloroform 
aber unbedeutend und in Ather gar nicht). Weit leichter lis- 
lich ist die Substanz, in amorpher Gestalt, z. B. soeben durch 
Ansiiuerung ihrer alkalischen Lésung ausgefillt; beim Schiitteln 
einer solchen Mischung z. b. mit Chloroform wird die Substanz 
reichlich davon aufgenommen. 

Auch aus mit warmem Alkohol oder Eisessig bereiteter 
Losung fillt die Substanz in amorphem Zustande (ferrihydrat- 
iihnlichen Flocken) aus, wenn Verdiinnung mit Wasser vor- 
genommen wird. Aus in Warme bereiteter Eisessigsiiure- oder 
Anilinlé6sung kann die Substanz (krystallinisch) durch Zusatz 
einiger Volumina Chloroform ausgefillt werden. 

Schmelzpunkt: + 228° C. 

Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siiure:!) unmittelbar fuchsinrote Farbung, die nach einigen 
Minuten in kirschrote tibergeht; schon nach 1 Stunde tritt 
Miffirbung (dunkel braunviolett) ein. 


Elementaranalyse. 


Prdparat 1 (aus Alkaptonharn dargestellt). 
1. a) 01326 g ergaben 0,3340 g CO, und 0,0585 g H,0O, 
woraus sich berechnen: 68,70°/o C bezw. 4,95°%o H. 


b) 0.1059 g ergaben 0,2672 g CO, und 0,0453 g H,0, 


woraus sich berechnen: 68,81°/o C bezw. 4,80°/o H. 
a) 0,1064 g ergaben bei 712 mm und ++ 18° 7,6 ccm N, 
woraus sich berechnet: 7,75°/o N. 
b) 0,1376 g ergaben bei 718 mm und -+ 16° 9,4 ccm N, 
woraus sich berechnet: 7,54°/o N. 
Préparat 2 (aus isolierter Homogentisinséure dargestellt). 
1. a) 0,1215 g ergaben 0,3049 g CO, und 0,0485 g H,0, 
woraus sich berechnen: 68,44°/o C bezw. 4,48°/o H. 


bho 


‘) Bei dieser und der im folgenden erwahnten Priifung mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure sind von der Substanz einige Milligramme, von 
der Siiure 2 ccm angewandt worden; die Mischung offen in kleiner 
Porzellanschale verwahrt. 
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b) 0,1124 g ergaben 0,2834 g CO, und 0,0472 g H,O, 
woraus sich berechnen: 68,76°/o C bezw. 4.71° 0 H. 
2. 0,1371 g ergaben bei 718 mm und -+ 18° 9.8 ccm N, 
woraus sich berechnet: 7,83°/o N. 
nn ____ 
Gefunden Berechnet 
Durch- fiir 


pH — . , 
Priparat 2 schnittlich] GrollieN.04 


Praparat 1 











%o C] 68,70 68,81 68,44 68,76 68,68 68,93 

o H 4,95 4.80 £48 4,71 4,73 4,64 

o N 7,75 | 7,54 7,83 - | 7,71 8,05 

0 O — | — o- -- — 18,88 18.38 
Auf Grund der vorliegenden Tatsachen — die Natur der 


Muttersubstanz, ihrer Entstehungsweise, ihres Charakters als 
Siiure, der analytischen Daten sowie der Analogie mit dem 
seiner Konstitution nach schon bekannten und beschriebenen 
Benzochinon-2,5-dianilid!) — durfte das vorliegende Homogen- 
lisinsiurederivat bestimmt werden kénnen als: Benzochinon- 
essigsdure-2,5-dianilid oder: 


CH, - COOH 
O 
b) Das p-Toluidinderivat. 

Aussehen: dunkel rotbraun, schwach metallisch gliinzend. 

Schmelzpunkt: ++ 231° CG. 

Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siiure: sofort rein blau; noch nach 1 Stunde unveriindert. 
Zur Feststellung des Empfindlichkeitsgrades der fraglichen Far- 
benreaktion wurden 0,005 g Substanz in 500 ccm verdiinntem 
Ammoniak (= 0,001 mg in 1 ccm) gelost. In Porzellanschale 
wurden 0,02 bezw. 0,01 cem der genannten Losung (ent- 
sprechend 0,0002 bezw. 09,0001 mg) eingedunstet; in beiden 
Fiillen wurde schwache, aber vollig deutliche Blaufiirbung bei 
Zusatz einiger Tropfen konzentrierter Schwefelsaure erhalten. 


1) Siehe S. 361. 
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Elementaranalyse. 





1. a) 0,1264 g ergaben 0,3258 g CO, und 0,0670 g H,Q, 
woraus sich berechnen: 70,29°/o CG bezw. 5,94° 0 H. 
b) 0,1199 g ergaben 0,3077 g CO, und 0,0605 g H,0, 


woraus sich berechnen: 69,99°/o C bezw. 5,65°/o H. 








bo 


a) 0,1186 g ergaben bei 709 mm und -- 19° 8,0 ccm N, 
woraus sich berechnet: 7,26°/o N. 

b) 01315 g ergaben bei 709 mm und -+ 15° 8,5 ccm N, 
woraus sich berechnet: 7,06°/o N. 





Gefunden Berechnet 
Durchschnittlich] — fiir C,,H,)N,O, 








% C 70,29 69,99 | 70,14 70,17 
% H 5,84 565 | 5,79 5,37 
lo N 7,26 7,06 | 7,16 7,45 
% O _ | = | 16,91 17,01 


Das fragliche Derivat diirfte also auf Grund der vor- 
liegenden Tatsachen anzusehen sein als Benzochinonessig- 
siiture-2,5-di-p-toluidid oder: 

O 
/NC,H, + CH, - NH 


C,H, -CH,-NH. ,CH,- COOH 


6 


war 
O 
c) Das m-Xylidinderivat. 


Aussehen: braungelb, metallisch glinzend. 

Schmelzpunkt: ++ 241° C. 

Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siure: sofort rein blau; unverindert noch nach 1 Stunde. 


Elementaranalyse. 


1. a) 0,1059 g ergaben 0,2778 g CO, und 0,0623 g H,O, 
woraus sich berechnen: 71,54°/o C bezw. 6,59°/o H. 

b) 0,1064 g ergaben 0,2785 g CO, und 0,0603 g H,O, 
woraus sich berechnen: 71,38°/o C bezw. 6,35°o H. 

a) 0,1015 g ergaben bei 712 mm und + 18° 6,2 ccm N, 
woraus sich berechnet: 6,63°/o N. 

b) 0,1050 g ergaben bei 718 mm und + 21° 6,5 cem N, 
woraus sich berechnet: 6,68°o N. 


bo 
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a _________F 
Gefunden Berechnet 
Durchschnittlich} fiir C,,H,,N,O, 








0 C 71,54 71,38 71,46 71,24 
oH 6,59 6.35 6.47 6.00 
o N 6.63 6.68 6.65 6.93 
0 O | —- 15,42 15,83 


Die Natur dieses Derivates als Benzochinonessig- 
siiure-2,5-di-m-xylidid diirfte hiermit erwiesen sein. Formel: 


/ ‘C,H, (CH,), + NH 
C,H, -(CH,),- NH. CH, - COOH 
0 


B. Einige Verwandte der Homogentisinsaure. 


1. Hydrochinon. 


Die siimtlichen fraglichen Derivate desselben schmelzen 
nicht bei Erhitzung und sind in kochendem Eisessig weit 
weniger léslich als die tibrigen bei dieser Untersuchung dar- 
gestellten Derivate.') 

a) Das Anilinderivat. 

Von besonderer Bedeutung als Ausgangspunkt bei der Iden- 
‘ilizierung der Derivate, die sich bei der Untersuchung, auf welche 
sich der zweite Teil dieser Abhandlung bezieht, dargeboten haben, 
ist der Umstand gewesen, dal} das Benzochinon-2,5-dianilid schon 
bekannt und beschrieben ist,?) sowie daf dessen Entstehung unter 
Verhaltnissen, analog denen, die bei der von mir angewandten 
Darstellungsmethode herrschen, gleichfalls bekannt ist. Die 
wisserige Lésung von Hydrochinondianilin*) scheidet namlich, 


‘) Das Anilinderivat erfordert beim Umkrystallisieren pro Gramm 
ca. 2 1 Eisessig; es ist in kochendem Anilin bedeutend léslicher und 
xann mit Vorteil aus diesem Lisungsmittel umkrystallisiert werden. 

*) Siehe Beilsteins Handbuch, Bd. III, S$. 340. 

*) Eine farblose Krystalle bildende, leicht dissoziierbare Additions- 
‘erbindung: C,H,(OH), - (C,H,NH,),, zuerst beschrieben von Hebebrand 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XV (1882), S. 1973). Dieser gibt an, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. 24 
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nach Hebebrand,!) bei Autooxydation in der Luft die ge- 
nannte Substanz ab. 

Da vollstindige Ubereinstimmung hinsichtlich der in de 
Literatur angegebenen Eigenschaften wie auch betreffs der Zu- 
sammensetzung herrscht, so kann an der Identitét des von mir 
dargestellten Derivates mit Benzochinon-2,5-dianilid nicht 
der geringste Zweifel bestehen. 

Aussehen: dunkel braunviolett, stark metallisch glanzend 
(die Krystalle bestehen aus dtinnen Tafeln). 

Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siiure: fuchsinrot; nach 1 Stunde Stich ins Blutrote. 


Elementaranalyse. 


Prdparat 1 (aus Anilin umkrystallisiert). 
1. a) 0,1039 ¢ ergaben 0,2845 g CO, und 0,0457 g H,0O, 
woraus ‘ahs berechnen: 74,68°/o C bezw. 4.95°/o0 H. 
b) 0,1095 g ergaben 0,3000 g CO, und 0,0483 5s HO, 
woraus sich berechnen: 74,72°/o C bezw. 4,94°/o H. 
2. 0.1368 g ergaben bei 715 mm und -+ 20° 12.0 cem N, 
woraus sich berechnet: 9,61°/o N. 
Prdparat 2 (aus Eisessig umkrystallisiert). 
1. 0,1237 g ergaben 0,3379 g CO, und 0,0551 g H,O, 
woraus sich berechnen: 74,49°/o C bezw. 5,00°/o H. 
2. 0.1422 g ergaben bei - mm und -+- 18° 12,3 cem N, 
9,47 °/ 














woraus sich berechnet: Jo N, 
Gefunden Berechnet 
7" - | Dew a Durch- fiir | 
—_— | raparal © | schnittlich | CisHN.9, 
% C 74,68 | 74,72 | 7449 | 74,63 74,44 
oo H 493 | 494 | 5,00 | 4,96 4,87 
oly N ~ ae 947 | 9.54 9,66 
ly O on |b ame 4 _ | 10,87 11,03 








dafi die fragliche Verbindung <beim Kochen von Hydrochinon und Anilin 
in wisseriger Lésung» gebildet wird, eine Angabe, die in Beilsteins 
Handbuch (Il, S. 939) wiedergegeben wird. Nach des Verfassers Erfahrun: 
bildet sie sich jedoch mit Leichtigkeit schon bei Zimmerwarme. 

') A. a 
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hb) Das p-Toluidinderivat (Benzochinon-2,5-di-p-toluidid). 


Aussehen: hellrotbraun, metallisch glinzend. 
Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siiure: blau, 1 Stunde spiiter Andeutung eines Stichs ins Violette. 
N-Bestimmung. 
a) 0,1294 g ergaben bei 718 mm und +- 18° 9,7 ccm N, 
woraus sich berechnel: 8,21°/o N. 
b) 0,1381 g ergaben bei 715 mm und -+- 21° 11,5 ccm N, 
woraus sich berechnet: 8,95°/o N. 


Gefunden: Berechnet 
Durchschnittlich fiir C,,H,,N,0,: 
8,21 0 8,95 /o 8,58 °/o 8.81°%/o 


c) Das m-Xylidinderivat (benzochinon-2,5-di-m-Xylidid). 


Aussehen: dunkelrot (amorphem Phosphor dhnlich); nur 
eine Andeutung zu metallischem Glanz. 

Farbenreaktion mit konzentrierter Schwefel- 
siiure: blau, nach 1 Stunde deutlicher Stich ins Violette. 


N-Bestimmung: 


0,1420 g ergaben bei 717 mm und -- 21° 10,4 ccm N, 
also in Prozenten: 
Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,O,: 
7.89 8,09 


2. Chinhydron usw. 


Mit positivem Resultat, d.h. solchem, das zu wohlkrystal- 
lisierenden, mit konzentrierter Schwefelsaure prachtvolle Farben- 
reaktion gebenden Derivaten fiihrt, sind, gemiifi dem oben be- 
schriebenen Verfahren, auch Chinhydron, Homohydro- 
chinon, Oxyhydrochinon, Gentisinsiure (nach Neutra- 
lisierung) sowie zwei Phenolather, 1-Propyl-3-methoxy-2,5- 
hydrochinon und die entsprechende Athoxyverbindung!) ver- 
arbeitet worden. Auf diesbeziigliche Details gehe ich hier nicht 
ein. Nur beztiglich des Homohydrochinons und der Gentisin- 
sdure seien einige Worte hinzugeftigt. Dieselben Derivate, die, 
nach Berechnung ex analogia, bei Anilin- bezw. p-Toluidin- 


1) Fiir giitige Uberlassung dieses Materials erlaube ich mir Herrn 
Professor Dr. H. Thoms, Berlin, verbindlichst zu danken. 
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behandlung von Homohydrochinon nach meinem Verfahren ent- 
stehen sollen. Toluchinon-2,5-dianilid bezw. -di-p-toluidid sind, 
nach anderer Methode dargestellt, bereits bekannt.!) Die von 
mir dargestellten resp. Derivate zeigen eine ziemlich gute Uber- 
einstimmung betreffs des Schmelzpunktes, was geeignet ist, 
objektiv die aprioristische, an und fir sich jedoch héchst wahr- 
scheinliche Annahme zu stiitzen. Fiir das Dianilid ist von mir 
gefunden: -+- 236° (angegeben: -+- 232—233°), ftir das Di-p- 
toluidid: +- 240° (angegeben: + 241°).?) 

Mit Bezug auf Gentisinsiiure sei erwihnt, dah die dabei 
erhaltenen resp. Reaktionsprodukte sich zum _ tiberwiegenden 
Teile als alkaliunléslich erwiesen, was darauf hindeutet, da{ 
durch eine Nebenreaktion®) die COOH-Gruppe destruiert worden 
ist. In Einklang hiermit steht auch der Umstand, dai das um- 
krystallisierte, alkaliunlosliche Anilinderivat bei Analyse sich 
als augenfillig O-iirmer bezw. C-reicher erwiesen hat, als die 
Berechnung fiir Benzochinoncarbonsauredianilid ergibt. 


5. Homogentisinsiurelacton. 

Diese Substanz, in deren Molekiil nur die eine der beiden 
|.4-OH-Gruppen frei ist, reagiert sehr schwach, offenbar nur 
in dem geringen Mahe, wie eine Umwandlung in Homogentisin- 
siiure mOglicherweise wiéhrend der langwierigen Anilin- usw.- 
Behandlung zustande kommen kann. 


4. Hydrochinondimethylither usw. 


Hydrochinondimethylither, gleichwie Arbutin, in 
deren Molekiil die beiden 1,4-OH-Gruppen nicht frei sind, ver- 
halten sich vollkommen negativ. 

Nachtrag. In einem fritheren Aufsatz*) ist von mir im Vorbei- 
gehen erwahnt worden, daf in normalem Harn, mit Anilin gesattigt und 
in diinner Schicht bei Zimmerwirme einige Tage lang der Einwirkung 
der Luft ausgesetzt, ein dunkelgefiirbtes Sediment konstant auftritt (be- 


') Siehe Beilsteins Handbuch, Bd. III, S. 360. 
2) Die entsprechenden Benzochinonverbindungen sind nicht schme!z- 


bar (siehe S. 361). 

8) Ahnlich der, die — betreffs der Homogentisinsaéure — in nur 
geringem Grade bemerkbar gewesen ist (siehe S. 356 und 357). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII (1908/1909), S. 440. 





bee 
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stehend aus gelben bis dunkelbraunen Mikrokrystallen, unliéslich in 
Wasser, verdiinnten Siéiuren und Alkalien und (nach Isolierung und 
Reinigung) léslich in konzentrierter Schwefelsiure mit fuchsinroter Farbe. 
wihrend wieder und wieder angestellte Kontrollversuche mit wisseriger 
Lésung von reinem Anilin allein ceteris paribus nicht in der Entstehung 
eines derartigen Sediments resultierte. Noch schéner wird das Resultat 
(viel langere Krystallnadeln, obschon andauernd von iiuferster Feinheit), 
wenn man die Reaktionsmischung bei ++ 40° C. stehen Jaft. Dieser 
Erscheinung, behufs deren Konstatierung als normaler ungefiihr 100 
individuelle Harne gepriift wurden, widmete ich von Anfang an und 
eine recht lange Zeit hindurch ein betriichtliches Interesse. Im Hinblick 
auf die mir bereits bekannte ausgeprigte Reaktionsfahigkeit der p-Dioxy- 
benzol-(Hydrochinon-)Substanzen mit Anilin unter den fraglichen Be- 
dingungen war ich geneigt, die Erscheinung als ein Zeichen fiir die 
Gegenwart eines im Harn physiologisch vorkommenden, bisher nicht be- 
achteten, der genannten Gruppe angehdrigen Substanz zu deuten. In 
dieser Hinsicht bin ich spater griindlich enttéiuscht worden, nachdem die 
Beobachtung gemacht worden ist, dafs§ reine wiisserige LOsung von Anilin 
allein, mit einer geringen Menge Eisensalz (Ferro- oder Ferrisalz) ver- 
setzt, sich auf gleiche Weise verhalt wie der mit Anilin versetzte Harn. 
Das Auftreten des Sediments in diesem letzteren braucht m. a. W. nichts 
anderes zu bedeuten, als daf’ einer der normalen Harnbestandteile, in 
Ubereinstimmung mit einer Spur von Kisensalz, katalytisch die Auto- 
oxydation des angewandten Reagens, des Anilins, selbst befordert, wes- 


halb die krystallinisch ausfallende Substanz — von der trotz vieler 
darauf verwandter Arbeit eine fiir Analysen hinreichende Menge nicht 
zusammengebracht werden konnte — mit grofer Wahrscheinlichkeit als 


Anilinobenzochinondianilid : 


C,H, - NH. 
wy, 

N - C,H, 

angenommen werden kann, eine Substanz, deren Entstehung aus Anilin 

bei Oxydierung (mittels verdiinnten Wasserstoffsuperoxyds) von Schunck 

und Marchlewski') beobachtet worden ist. 

Im iibrigen ist es mir weder bei normalem Harn noch bei Alkapton- 
harn gelungen, bei in grofem Mafstabe angestellten direkten Schiittel- 
versuchen mit Ather die Gegenwart von freiem Hydrochinon oder einer 
anderen neutralen Hydrochinonsubstanz, Homohydrochinon, Homogentisin- 
sdurelacton oder dergl. nachzuweisen. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXV_ (1892), 5S. 3574. 








Ein Beitrag zur Kenntnis der in den Pflanzensamen enthaltenen 
Kohlenhydrate. 
Von 


E. Schulze und U. Pfenninger. 





Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1910.) 


Die nachfolgenden Mitteilungen bilden eine Ergiinzung der 
vor kurzem in dieser Zeitschrift!) von E. Schulze und Ch. 
Godet publizierten Abhandlung «Untersuchungen itiber die in 
den Pflanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate». In dieser Ab- 
handlung ist gezeigt worden, daf wasserlésliche Kohlenhydrate, 
die bei der QOxydation durch Salpetersiure Schleimsiiure 
liefern, in den Pflanzensamen sehr verbreitet sind; allem An- 
schein nach ist ihre Verbreitung in den Samen fast eben so 
groh, wie diejenige des Rohrzuckers. Wenn ein Kohlenhydrat 
bei der Oxydation Schleimsiure liefert, so darf man annehmen, 
dafi unter den bei seiner Hydrolyse entstehenden Produkten 
Galaktose sich findet. Neben dieser Glukose sind unter den 
Produkten der Hydrolyse jener wasserldslichen Kohlenhydrate 
in vielen Fiillen D-Glukose (Traubenzucker) und Fruktose nach- 
gewlesen worden. 

Wie in der oben genannten Abhandlung dargelegt worden 
ist, stehen der Isolierung dieser wasserléslichen Kohlenhydrate 
mannigfache Schwierigkeiten entgegen. Dies hat zur Folge ge- 
habt, dai nur eines dieser Kohlenhydrate, namlich die in 
Baumwollsamen und im Embyro des Weizenkorns enthaltene 
kiirzlich auch in den Samen zweier Leguminosen?) gefundene 


') Bd. LXI, S. 279—381. 

*) Bourquelot und Bridel fanden Raffinose in den Samen von 
Erythrina fusca und Entada scandens (Journal de Pharm. et de Chim., 
Bd. XXX, S. 162, 1909, Referat im Biochem. Zentralbl., Bd. IX, 5S. 164). 
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Melitose (Raffinose), bis jetzt in zweifellos reinem Zustande 
dargestellt worden ist. Letzteres kann fiir die in den Samen der 
Lupinusarten vorkommende Lupeose,!) die bis jetzt nicht zur 
Krystallisation gebracht werden konnte, nicht mit Sicherheit 
behauptet werden; immerhin ist es wahrscheinlich, daf die 
Lupeosepraparate einheitliche, wenn auch von Beimengungen 
nicht vollig freie Substanzen waren. Fur die léslichen, bei der 
Oxydation Schleimsiiure liefernden Kohlenhydrate, die aus den 
Samen von Phaseolus vulgaris, Phaseolus multiflorus, Onobrychis 
sativa, Sinapis alba und Picea excelsa dargestellt worden sind, 
ist es dagegen fraglich, ob dieselben einheitliche Substanzen 
oder Gemenge verschiedener Kohlenhydrate waren. 

Um einen Beitrag zur Ausfiillung der Liicken zu liefern, 
die in unseren Kenntnissen iiber jene Kohlenhydrate sich noch 
vorfinden, haben wir die Untersuchung der Lupeose und des 
in den Samen von Phaseolus vulgaris enthaltenen lOslichen 
Xohlenhydrats wieder aufgenommen. Die dabei erhaltenen 
Resultate teilen wir im folgenden mit. 


I. Lupeose. 


Die Lupeose wurde in unserem Laboratorium aus Samen 
von Lupinus luteus und von Lupinus angustifolius dargestellt. ?) 
Die Samen wurden entweder mit heifem verdiinntem Wein- 
seist oder mit Wasser extrahiert. Zur Abscheidung der Lupeose 
aus den Extrakten dienten verschiedene Verfahren, in betreff 
deren wir auf die beziiglichen Abhandlungen verweisen. In 
jedem Falle suchte man die Lupeose schlieBlich durch wieder- 
holte Fallung aus wisseriger LOsung mittels Alkohol zu reinigen. 
Nach dem Trocknen im Exsikkator bildeten alle Lupeosepra- 
parate weife, leicht zerreibliche Massen, die in Wasser sehr 


') Mitteilungen iiber dieses urspriinglich als p-Galaktan bezeichnete 
Kohlenhydrat sind von E. Schulze in den Landw. Versuchsstationen, 
Bd. XLI, S. 210—223, sowie in den Berichten d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXV, S. 2213, gemacht worden. 

*) Wir verweisen auf die oben schon zitierte Abhandlung von 


Kk. Schulze, sowie auf eine Abhandlung von M. Merlis, die in den 
Landw. Versuchsstationen, Bd. XLVIII, S. 419, publiziert worden ist. 
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leicht léslich waren; die Losungen reduzierten erst nach dem 
Erhitzen mit einer Saure die Fehlingsche Losung. Im Polari- 
sationsapparat erwies sich die Lupeose als stark rechtsdrehend: 
fiir die verschiedenen Priiparate wurde in 4—5°/oigen Lésungen 
}alp = -++ 138—144° gefunden (die Differenzen konnen wohl 
auf kleinen Beimengungen, die durch das in Anwendung ge- 
brachte Reinigungsverfahren sich nicht entfernen lieSen, zurtick- 
gefiihrt werden). Bei der Oxydation durch Salpetersaure lieferten 
die Lupeosepriiparate 38—40°/o Schleimsiiure; dies fiihrt zu 
der Annahme, dab die Halfte der bei Hydrolyse der Lupeose 
entstandenen Produkte aus Galaktose bestand. Diese Zucker- 
art wurde aber nicht nur durch die Schleimsiéurebildung nach- 
gewiesen, sondern aus den Produkten der Hydrolyse auch in 
Krystallen isoliert. Als zweites Produkt der Hydrolyse wurde 
Fruktose nachgewiesen. Der Versuch, unter den bei Oxyda- 
tion der Lupeose entstandenen Produkten auch Zuckersidure, das 
Oxydationsprodukt des Traubenzuckers, nachzuweisen, schlug 
fehl. Die polarimetrische Untersuchung einer mit Schwefelsiure 
erhitzten Lupeoselésung, in der auch der Gehalt an reduzie- 
rendem Zucker bestimmt worden war, fiihrte aber zu der 
Schlubfolgerung, dah in dieser Losung neben Galaktose und 
Fruktose noch eine dritte Zuckerart sich vorfinden mtisse, und 
daB demnach die Lupeose ein Polysaccharid sei.!) An der 
Richtigkeit dieser Auffassung stiegen jedoch spéter wieder 
Zweifel auf, nachdem die Elementaranalyse eines bei 100° im 
Wasserstoffstrome bis zur Konstanz des Gewichts getrockneten 
Lupeosepriiparates Zahlen gegeben hatte, die der Formel eines 
Disaccharids, C,,H,,0,,, entsprechen. Bei Mitteilung dieses Re- 
sultates wurde jedoch darauf aufmerksam gemacht, dab viel- 
leicht jenes Praparat noch ein Molekil erst in héherer Tempe- 
ratur entweichendes Wasser enthielt und dali die verdoppelte 
Formel, C,,H,,0,,, nach Abzug dieses Molekiils in C,,H,,0., 
(also in die Formel eines Tetrasaccharids) tbergehen wiirde. 
Jedenfalls waren neue Versuche erforderlich, um mit Sicherheit 


') Die beziiglichen Angaben finden sich in den oben zitierten Ab- 


handlungen von E. Schulze. 
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entscheiden zu kénnen, ob die Lupeose ein Disaccharid oder 
ein Polysaccharid sei. 

Bei Wiederaufnahme der Untersuchung wurde zuniichst 
gepriift, ob die bei 100° im Wasserstoffstrom getrocknete Lu- 
peose bei Erhohung der Temperatur noch eine Gewichtsabnahme 
erlitt. Die beztiglichen Versuche,!) ftir welche ein von friiher 
her in unseren Hiinden befindliches Lupeosepriiparat verwendet 
wurde, zeigten, daf} dieses Kohlenhydrat, nachdem es zuvor 
in der angegebenen Weise getrocknet worden war, im Wasser- 
stoffstrom auf 120° erhitzt werden konnte, ohne dali eine weitere 
Gewichtsabnahme erfolgte. Erst bei Erhohung der Temperatur 
auf 125—130° trat Gewichtsverlust ein: doch fiarbte sich die 
Lupeose bei dieser ‘emperatur gelb und sinterte etwas zu- 
sammen; sie schien also eine Veriinderung erlitten zu haben. 
Es ist demnach fraglich, ob die bei 100° getrocknete Lupeose 
noch ein Molektil Hydratwasser enthielt. Trotzdem aber kann es 
keinem Zweifel unterliegen, daBi die Lupeose ein Polysaccharid, 
nicht ein Disaecharid ist; denn es gelang uns, unter den bei 
ihrer Hydrolyse entstehenden Produkten auch Traubenzucker 
nachzuweisen (man vergleiche die weiter unten folgenden An- 
gaben). Man muf daher fragen, ob die Ubereinstimmung der 
bei Analyse der Lupeose erhaltenen Zahlen mit den von der 
Formel C,,H,.0,, geforderten Werten nicht in anderer Weise 
zu erkliren ist, als durch die Annahme, dab in der bei 100° 
getrockneten Lupeose noch ein Molekiil Hydratwasser enthalten 
ist. Es ist nun darauf aufmerksam zu machen, dal} das ftir 
die Analyse verwendete Priparat nicht durch Krystallisation, 
sondern nur durch wiederholte Ausfallung mit Alkohol ge- 
reinigt werden konnte. Auf diesem Wege sind aber, wie 
kaum hervorgehoben zu werden braucht, Beimengungen nur 
schwierig ganz zu entfernen; der Beweis dafiir liegt auch darin, 
dafh die auf diesem Wege gereinigte Lupeose noch 2,0°/o Asche 
enthielt. Es mui nun fiir mdéglich erkliirt werden, daf das 
Resultat der Elementaranalyse durch solche Beimengungen be- 
einfluBt worden ist. Gesetzt zum Beispiel, daBi die 2%)» Asche 


1) Diese Versuche wurden unter Mitwirkung von G. Trier aus- 


gefiihrt. 
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in dem analysierten Praparat in Verbindung mit einer orga- 
nischen Siure sich vorfanden, so kann dadurch das Ergebnis 
der Elementaranalyse etwas veriindert worden sein. 

Fiir die weiter noch auszufiihrenden Versuche mubten 
wir uns neue Priiparate von Lupeose verschaffen. Eines dieser 
Priiparate stellten wir aus fein zerriebenen, von den Schalen 
groftenteils befreiten Samen von Lupinus luteus dar, die zur 
Entfernung von Phosphatiden und einigen anderen Bestand- 
teilen zuvor bet 50°C. mit Alkohol behandelt worden waren. 
Sie wurden mit Wasser extrahiert. Den Extrakt befreiten wir 
von den durch Bleiessig fiillbaren Bestandteilen, entfernten aus 
dem Filtrat vom Bleiniederschlage das Blei durch Schwefel- 
wasserstoff, engten es sodann im Wasserbade stark ein und 
gossen es nun in absoluten Alkohol. Die dadurch hervorge- 
brachte starke Fiillung wurde in Wasser geldést, die Loésung 
mit Phosphorwolframsiiure versetzt, der dadurch hervorge- 
brachte Niederschlag abfiltriert, das Filtrat zur Entfernung der 
Phosphorwolframsiure mit Barytwasser bis zum Eintreten alka- 
lischer Reaktion versetzt. Nachdem zur Entfernung des tber- 
schiissigen Baryumhydroxyds Kohlensaure eingeleitet worden 
war, wurde filtriert; das Filtrat wurde zur Beseitigung einer 
darin noch vorhandenen kleinen Barytmenge mit etwas Ammon- 
carbonat versetzt, dann stark eingeengt und hierauf in abso- 
luten Alkohol gegossen. Das in dieser Weise zur Ausscheidung 
gebrachte Kohlenhydrat suchten wir sodann durch wiederholte 
Kallung mit Alkohol aus wiisseriger LOsung moglichst gut zu 
reinigen. Dabei verfuhren wir stets in der Weise, dab wir die 
ziemlich konzentrierte, aber nicht sirup6se Losung!) langsam, 


') Ist die Lisung zu konzentriert, so scheidet sie sich nach dem 
Kingiefen in den absoluten Alkohol in sirupésen Tropfen aus. Bei stairkerer 
Verdiinnung der Lésung fallt dagegen das Kohlenhydrat in feiner Ver- 
teilung aus, was selbstverstindlich fiir seine Befreiung von Nebenbestand- 
teilen von Bedeutung ist. Hin und wieder — insbesondere dann, wenn 
es schon mehrmals durch Alkohol gefallt worden ist — scheidet es sich 
in Alkohol in so feiner Verteilung ab, dafi die Fliissigkeit milchig wird 
und sich nur schwer filtrieren léift. Durch Zusatz von einigen Tropfen 
verdiinnter Natronlauge kann man aber bewirken, dafi die ausgeschiedene 
Substanz sich zusammenballt und sich in der Fliissigkeit absetzt. Man 
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in der Regel tropfenweise, in absoluten Alkohol einflieBen 
lieBen; das gefiillte Kohlenhydrat wurde nach einiger Zeit ab- 
filtriert und mit Alkohol ausgewaschen (iiber ein anderes Ver- 
fahren zur Reinigung des Kohlenhydrats machen wir weiter 
unten noch eine Mitteilung). Ein zweites Lupeose-Priparat 
stellten wir nach einem anderen Verfahren aus den Samen von 
Lupinus angustifolius dar. Der wiisserige Samenextrakt wurde 
mit Bleiessig versetzt, solange als noch eine Fiillung entstand: dem 
filtrate fiigten wir noeh etwas Bleiessig, sodann konzentrierte 
Ammoniakfliissigkeit zu. Dabei entstand ein starker weiber Nieder- 
schlag, der die Lupeose einschlofi. Nach dem Abfiltrieren und Aus- 
waschen wurde dieser Niederschlag mittels Schwefelwasserstoff 
zersetzt. Die vom Schwefelblei durch Filtration getrennte Fliissig- 
keit wurde dann ebenso behandelt, wie es oben fiir die bei Ver- 
arbeitung der Samen von Lupinus luteus erhaltene lupeosehaltige 
Losung angegeben worden ist. Die durch wiederholte Fiillung 
mit Alkohol gereinigte Lupeose wurde sehlieBlich im Exsikkator 
liber konzentrierter Schwefelsiiure getrocknet. Sie bildete 
ebenso wie das aus Lupinus luteus dargestellte Priiparat eine 
weife, leicht zerreibliche, in Wasser sehr leicht lésliche Masse. 

Wie oben schon erwaéhnt worden ist, hatte der Versuch, 
unter den Oxydationsprodukten der Lupeose Zuckersdure 
nachzuweisen, friiher ein negatives Resultat gegeben. Bei 
Wiederholung des Versuchs gelangten wir aber zu einem po- 
sitiven Ergebnis; die in bezug auf diesen Punkt friiher ge- 
machte Angabe muf daher als irrtiimlich bezeichnet werden. !) 
Fiir unsere Versuche verwendeten wir je 5—6 g der beiden 
von uns dargestellten Lupeosepriparate. bei der Oxydation 
dieser Praparate durch Salpetersiure, ebenso auch bei der 
Darstellung des sauren Kaliumsalzes der Zuckersiiure und des 





kann spater das zugefiigte Natron durch Essigsiéure neutralisieren, ohne 
dafi die Fliissigkeit wieder miichig wird. 

') Das negative Resultat des fritheren Versuchs ist wahrscheinlich 
auf zu starke Oxydation der Lupeose zuriickzufiihren. Vermutlich ist 
damals, um Material zu sparen, fiir die Priifung auf Zuckersiiure die 
Flissigkeit benutzt worden, welche nach dem Abfiltrieren der bei Oxy- 
dation der Lupeose mit der 12fachen Menge Salpetersiure (spez. Gew. 1,11) 
entstandenen Schleimsdure iibrig geblieben war. 
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zuckersauren Silbers verfuhren wir genau nach den von B. Tol- 
lens!) gegebenen Vorschriften. Das saure Kaliumsalz wurde 
zweimal aus Wasser umkrystallisiert; es war sehr schwer 
loslich in Wasser und stimmte im Aussehen mit dem ent- 
sprechenden Salze der Zuckersiiure tiberein. Die Analyse des 
zuckersauren Silbers gab folgende Resultate : 

1. 0.5572 g Substanz gaben 0,2810 g oder 50,43 °/o Ag. 


5 


2. 0,8122 > > 0.4098 » » 50,60% 
3. 0,9594 » , > 04862 > >» 50,68 %o 

Die Theorie verlangt fiir zuckersaures Silber einen Silber- 
gehalt von d0,9°%/o. Zu bemerken ist noch, dai das fiir die 
erste Bestimmung verwendete Priiparat nur im Vakuumexsik- 
kator getrocknet worden war; die fiir die beiden anderen Be- 
stimmungen benutzten Priiparate haben wir zuerst im Vakuum- 
exsikkator, dann im Luftbade bei ca. 60—70° getrocknet. 

Die im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnisse fiihren 
zu der Schlubfolgerung, dah unter den bei Hydrolyse der Lu- 
peose entstehenden Produkten auch d-Glukose (Traubenzucker) 
sich vorfindet. Da nun unter diesen Produkten auch Galaktose 
und KFruktose nachgewiesen worden sind, so muf die Lupeose 
fiir ein Polysaccharid erkliirt werden, wie es auch E. Schulze 
in den oben zitierten Abhandlungen getan hat. 

Ks schien unnétig, die bei der Hydrolyse dieses Kohlen- 
hydrates entstehenden Produkte noch einmal auf Fruktose zu 
untersuchen; dagegen wurde noch einmal unter Befolgung der 
von Tollens gegebenen Vorschrift die Schleimséurequantitiit 
bestimmt, die bei der Oxydation des Kohlenhydrates mittels 
Salpetersiiure entstand. Dabei wurde folgendes Resultat  er- 
halten: 

3.9225 g Substanz (wasser- uud aschenfrei in Rechnung 


ad et 


gestelit) gaben 1.5228 g oder 38,8°/o Schleimsiiure. 
Die Zahl liegt zwischen den friiher bei Bestimmung der 
Schleimsiiureausbeute gefundenen Werten (88—40°/o) und fiihrt 


wie die letzteren zu der Schluffolgerung, dafi die Hilfte des 


') Diese Vorschriften finden sich auch in dem von B. Tollens 
bearbeiteten Abschnitt von E. Abderhaldens Handbuch der biochemi- 
schen Arbeitsmethoden in Bd. II, S. 106. 
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bei Hydrolyse jenes Kohlenhydrates entstandenen Zuckers aus 
Galaktose bestand. Auf Grund dieses Befundes muf} man es 
aber fiir sehr wahrscheinlich erkliiren, daB die Lupeose ein 
Tetrasaccharid ist. 

Wir versuchten die Lupeose auch durch Fiaillung mit 
Methylalkohol zu reinigen. Wir fanden, da sie in diesem Al- 
kohol bedeutend léslicher ist, als in Athylalkohol: als wir eine 
wisserige LupeoselOsung in Methylalkohol gossen, die dabei 
entstandene Fiillung abfiltrierten und dem Filtrat Athylalkohol 
zufiigten, entstand noch ein starker Niederschlag. Da die ge- 
ringe Menge firbender Substanz, die in dem zur Verwendung 
gelangten Lupeosepraéparat sich noch vorfand, fast vollstéindig 
in die durch Methylalkohol erzeugte Fillung ¢ingegangen war 
und da es fiir modglich erklart werden mufte, daB auch andere 
etwa noch vorhandene Beimengungen das gleiche Schicksal 
hatten, so schien es angezeigt, diesen Weg zur besseren Rei- 
nigung der Lupeose zu benutzen. Wir losten daher ein durch 
wiederholte Fallung mit Alkohol gereinigtes Lupeosepriiparat 
in Wasser, gossen die LOsung in Methylalkohol, entfernten den 
dabei entstandenen Niederschlag durch Filtration und versetzten 
das Filtrat mit einer grofen Menge von absolutem Alkohol. 
Die dabei entstandene, vollkommen weile Fiallung wurde ab- 
filtriert, mit Alkohol ausgewaschen und sodann tiber konzen- 
trierter Schwefelsiure getrocknet. Die Untersuchung dieses 
Priiparates im Soleil- Ventzkeschen Polarisationsapparate gab 
folgendes Resultat: 

Eine wiisserige Lésung, die in 15 ccm 0,7474 g Substanz 
(wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, drehte 
im 200 mm-Rohr bei 16° C. 42,9° nach rechts. Demnach ist 
[ajo = + 148,0°. 

Diese Zahl ist héher als die friiher unter nahezu gleichen 
Bedingungen fiir die Lupecse gefundenen Werte ({a@|p = -—- 138 
bis + 144°), was wohl auf einen héheren Reinheitsgrad des 
jetzt benutzten Priiparates zuriickzufiihren ist. 

Es schien angezeigt, auch noch das spezifische Drehungs- 
vermégen des durch Methylalkohol gefillten Teils der Lupeose 
zu bestimmen. Wir lésten diesen Teil in Wasser auf; da die 
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Losung etwas gefiirbt war, so wurde sie mit Tierkohle be- 
handelt, dann stark eingeengt und hierauf in absoluten Alkoho! 
gegossen. Das dabei niedergefallene Kohlenhydrat wurde ab- 
filtriert, mit Alkohol gewaschen und tber Schwefelsiure ge- 
trocknet. Die Untersuchung im Polarisationsapparate gab fol- 
gendes Resultat: 

Kine wiisserige Losung, die in 15,2 ccm 0,7804 g Sub- 
stanz (wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, 
drehte im 200 mm-Rohr bei 18,05° C. 41,4° 5. V. nach rechts: 
demnach ist |a|p = —++ 138,7°. 

Die Zahl liegt innerhalb der friiher fiir das spezifische 
Drehungsvermégen der Lupeose gefundenen Werte, ist aber 
niedriger als das Resultat, das bei Untersuchung des ersten 
Priiparates im Polarisationsapparate erhalten wurde. Dies er- 
kiiirt sich, wenn man annimmt, dai der durch Methylalkohol 
aus der wiisserigen Lésung gefiillte Teil der Lupeose noch 
Beimengungen enthielt. 

Wir bestimmten auch noch die Schleimséuremenge, die 
bei der Oxydation des zuletzt beschriebenen Lupeosepriiparates 
mittels Salpetersiiure entstand. Dabei erhielten wir folgendes 
Resultat: 

2.4099 g Substanz (wasser- und aschenfrei in Rechnung 
gestellt) gaben 0,8360 g oder 34,7°/o Schleimsaure. 

Die Schleimséiureausbeute war also hier niedriger als bei 
dem ersten Priiparat. 

Diese Beobachtungen erkléren sich, wenn man folgende 
Annahmen macht: die nur durch Fillen mit Alkohol aus wisse- 
riger Losung gereinigte Lupeose ist noch durch eine kleine 
Menge eines anderen Kohlenhydrats, welches ein schwacheres 
Drehungsvermogen besitzt und bei der Oxydation weniger 
Schleimsiiure liefert, verunreinigt. Dieses Kohlenhydrat labt 
sich groBtenteils entfernen, indem man die wisserige Lupeose- 
losung in Methylalkohol gieft; wenn man die dabei entstandene 
Fiillung, welche auch Lupeose enthalt, abfiltriert und dem Fil- 
trate absoluten Alkohol zusetzt, so fallt reinere Lupeose nieder. 

Kine Stiitze fiir diese Annahmen liefern in gewisser Hin- 
sicht auch die im folgenden Abschnitt mitgeteilten Ergebnisse, 
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die wir bei Untersuchung der in den Samen von Phaseolus 
vulgaris enthaltenen Kohlenhydrate erhielten. 

Die Wahrnehmung, dai die Lupeose in Methylalkohol 
sich mehr list als in Athylalkohol, veranlaBte uns noch, einen 
Versuch zur Uberfiihrung dieses Kohlenhydrats in Krystallform 
zu machen. Wir erhitzten das reinste der in unseren Hiinden 
befindlichen Lupeosepriiparate mit einer zur volligen Losung 
ungenigenden Methylalkoholquantitiit ca. 1 Stunde lang am 
Riickflubkiihler. Die filtrierte L6sung wurde dann unter einer 
Glasglocke tiber konzentrierter Schwefelsiiture der langsamen 
Verdunstung tiberlassen. Es gelang uns aber nicht, dabei eine 
krystallinische Ausscheidung zu erhalten. 


II. Kohlenhydrate aus den Samen von Phaseolus vulgaris. 


In der oben zitierten Abhandlung von E. Schulze und 
Ch. Godet sind zwei Kohlenhydratpriiparate beschrieben worden, 
die aus zwei verschiedenen Mustern der Samen von Phaseolus 
vulgaris dargestellt worden waren. Das eine dieser Priiparate (a) 
war aus dem wisserigen, durch Versetzen mit Bleiessig ge- 
reinigten Samenextrakt durch Bleiessig und Ammoniakfliissigkeit 
gefillt worden, wiihrend das zweite (b) durch Erhitzen eines 
weingeistigen Samenextraktes mit Strontiumhydroxyd zur Ab- 
scheidung gebracht worden war; beide Priparate wurden durch 
wiederholte Fillung mit Alkohol aus wiisseriger Losung ge- 
reinigt. Fir Praparat a wurde, in ca. 4°/oiger wasseriger Lisung, 
bei 18°C. falp = + 104°, fiir Priparat b in ca. 5!/2°/oiger 
Losung bei 18°C. [a|p = + 111° gefunden. Bei der Oxy- 
dation durch Salpetersiure lieferte Praparat a 20,8°/o, Pra- 
parat b dagegen 23,6°'o Schleimséure. Beide Praparate lieferten 
bei der Oxydation auch Zuckerséiure. Ob unter den Produkten 
der Hydrolyse dieses Kohlenhydrats auch Fruktose sich vor- 
fand, wurde nicht festgestellt; es wurde nur konstatiert, dab 
beide Priaparate sehr stark die Seliwanoffsche Reaktion 
gaben. Es schien angezeigt, diese Frage noch einer Priifung 
zu unterwerfen. Wir verwendeten dazu 7,6 g des Priparates b.') 


') Die Gewichtsangabe bezieht sich auf das wasserhaltige Kohlen- 
hydrat. Die zur Verwendung gelangte Trockensubstanzmenge war also 


geringer. 
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Dieses Quantum wurde mit 4,5 ecm Schwefelsiiure vom spe- 
zifischen Gewicht 1,156 und 58 ccm Wasser 1 Stunde lang auf 
80° erhitzt.1) Dann wurde die Flissigkeit mittels Baryumcar- 
bonat von der Schwefelsiiure befreit, filtriert und eingedunstet. 
Den dabei erhaltenen Sirup extrahierten wir in der Wiirme 
mit absolutem Alkohol. Die alkoholische Lésung wurde mit 
soviel Ather versetzt, daB eine starke Ausscheidung entstand. 
Die von letzterer getrennte Fliissigkeit wurde eingedunstet, der 
sirupOse Verdampfungsriickstand in Wasser geldést, die Losung 
im Polarisationsapparate untersucht. Dabei ergab sich fol- 
gendes Resultat: eine LOsung, die in 25 cem 2,50 ¢ des Sirups 
enthielt, drehte im Soleil-Ventzkeschen Polarisationsapparate 
bei Zimmertemperatur 6,65° nach links; daraus berechnet sich 
fiir den Sirup |alp = — 18,4°. 

Der Sirup wurde nun noch einmal in Alkohol geldst, die 
Losung wieder mit Ather versetzt, bis eine Ausscheidung ent- 
stand, die von letzterer getrennte Fliissigkeit wieder einge- 
dunstet. Die Untersuchung des so gewonnenen Produktes im 
Polarisationsapparate gab folgendes Resultat: eine Losung, die 
in 20 ccm 0,6748 g Substanz (berechnet aus dem spezifischen 
Gewicht der Lésung) enthielt, drehte bei 17° C. 4,0° S.-V. nach 
links: demnach ist [a|p = — 20,4°. Diese Angaben beweisen, 
dal bei der Hydrolyse des Kohlenhydrats auch ein linksdrehender 
Zucker entstand; eine Bestiitigung der Annahme, dab dieser 
Zucker Fruktose war, wird durch die Reaktionen der in der 
beschriebenen Weise erhaltenen Zuckerldsung gegeben. Diese 
Loésung gab nicht nur die Seliwanoffsche, sondern auch die 
Pierertsche Reaktion (Reduktion einer nach Vorschrift be- 
reiteten Lésung von Glykokoll-Kupfer in der Kilte); auch 
die Griin- bezw. Blaufiirbung mit Ammonmolybdat, die als 
charakteristisch fiir Fruktose angegeben wird, trat ein. 

Das aus den Samen von Phaseolus vulgaris zur Abschei- 
dung gebrachte Kohlenhydrat lieferte also bei der Hydrolyse 
Galaktose, d-Glukose und Fruktose. 

Nachdem wir gefunden hatten, daf die Lupeose sich bei 


'‘) Unter Befolgung einer von Tollens fiir den gleichen Zweck 


gegebenen Vorschrift. 
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der Fallung durch Methylalkohol etwas anders verhiilt als bei 
der Fiillung durch Athylalkohol, schien es angezeigt, die dariiber 
cemachten Beobachtungen auch zur Reinigung des aus Pha- 
seolus-Samen dargestellten Kohlenhydrats zu verwerten.  Fiir 
den beziiglichen Versuch muften wir ein neues Priiparat dieses 
Kohlenhydrats darstellen. Dazu verwendeten wir fein zerriebene 
Phaseolus-Samen, die zuvor bei 50° C. mit Alkohol extrahiert 
worden waren (durch diese Operation war neben den Phos- 
phatiden auch ein grofer Teil des in den Samen enthaltenen 
Rohrzuckers entfernt worden). Wir behandelten dieses Material 
bei einer Temperatur von ca. 50° mit Wasser. Fiir die Dar- 
stellung des Kohlenhydrats aus dem wiisserigen Extrakt wurde 
dann dasjenige Verfahren verwendet, das wir auch bei der 
Darstellung von Lupeose aus den Samen von Lupinus luteus 
benutzten (m. vgl. die dariiber oben gemachten Angaben), nur 
mit dem Unterschiede, daf wir das Produkt, nachdem es einmal 
mit Alkohol gefillt worden war, zur Entfernung des darin noch 
vorhandenen Restes des Rohrzuckers wiederholt mit kleinen 
Mengen 95°/oigen Alkohols auskochten. Den dabei ungelost 
gebliebenen Teil des Kohlenhydrats reinigten wir dann durch 
wiederholte Ausfiillung mit Alkohol aus wisseriger LOsung. 

Das in dieser Weise erhaltene Produkt zerlegten wir in 
zwei Teile, indem wir seine wasserige LOsung in Methylalkohol 
gossen, den dabei entstandenen Niederschlag abfiltrierten und 
dem Filtrat absoluten Alkohol in bedeutender Quantitét zu- 
setzten, wobei noch eine starke Fallung entstand. Jeder dieser 
beiden Teile wurde zur Reinigung noch einmal in Wasser ge- 
lost und aus der L6sung wieder mit absolutem Alkohol gefillt. 
So erhielten wir zwei Priiparate, die wir im folgenden mit | 
und [I bezeichnen wollen. Bei der Untersuchung im Soleil- 
Ventzkeschen Polarisationsapparat gab das Priiparat I fol- 
gendes HResultat:') 

Eine wisserige LOsung, die in 16 ccm 0,6252 g Substanz 


') Hier, wie bei allen anderen Bestimmungen, berechneten wir die 
fiir den Versuch verwendete Trockensubstanzmenge aus dem Resultat, 
das beim. Trocknen des beziiglichen Praiparates bei 100° im Wasserstoff- 
strom erhalten wurde. 
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(wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, drehte 
im 200 mm-Rohr bei 22° C. 23,8° nach rechts: demnach ist 
alp =— ~1 104,7 °. 

Vom Priiparat Il wurden zwei Bestimmungen gemacht: 
sie lieferten folgende Resultate: 

a) Eine wisserige Losung, die in 16 ccm 0,7332 g Sub- 
stanz (wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, 
drehte im 200 mm-Rohr bei 18,5° C. 36,2° nach rechts; dem- 
nach ist [alp = -+ 135,8°. 

b) Eine wiisserige Lésung, die in 18,4 ecm 0,7140 g Sub- 
stanz (wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, 
drehte im 200 mm-Rohr bei 22° C. 31,0° nach rechts; dem- 
nach ist |alp = + 137,3°. 

Im Mittel wurde also fiir Praparat II [a]p = -+ 136,5° 
gefunden. Diese Zahl weicht sehr weit von derjenigen ab, die 
bei Untersuchung des Priiparates I fiir [a]p gefunden wurde: 
die Schlubfolgerung, dah hier zwei verschiedene Kohlenhydrate 
vorhanden waren, mu demnach als eine berechtigte angesehen 
werden. 

Die bei Bestimmung des Drehungsvermégens des Prii- 
parats II erhaltene Zahl liegt dem fur die Lupeose gefundenen 
Werte sehr nahe. Es muf} daher fiir moglich erklart werden, 
daf dieses Priiparat aus Lupeose, die jedoch noch durch eine 
kleine Menge des weniger stark drehenden Kohlenhydrats ver- 
unreinigt war, bestand. War diese Vermutung richtig, so mubte 
Priiparat Il auch bei der Oxydation durch Salpetersiure unge- 
fiihr so viel Schleimséure geben, wie die Lupeose. Dies war 
in der Tat der Fall, wie aus folgenden Angaben hervorgeht: 

2.4761 g Substanz (wasser- und aschenfrei in Rechnung 
gestellt), gaben 0,8636 g oder 35,0°/o Schleimsaure. 

Beim Eindunsten der von der Schleimsaéure abfiltrierten 
Fliissigkeit wurden noch 0,086 g Schleimsaure erhalten; rechnet 
man dieses Quantum zu der zuerst erhaltenen Menge hinzu, 
so steigt die Schleimsiureausbeute auf 38,3 °/o. 

Wie aus den im vorigen Abschnitt gemachten Angaben 
zu ersehen ist, lieferte die Lupeose bei der Oxydation durch 
Salpetersiiure 38—40°/o Schleimsaure. 
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Wir versuchten nun, das Priiparat II noch einer Reinigung zu 
unterwerfen, indem wir seine wasserige Lésung in Methylalkohol 
gossen, die dabei entstandene Fillung abfiltrierten und das Fil- 
trat mit einer groben Menge absoluten Alkohols vermischten. 
Die durch den Alkohol gefillte Substanz wurde abfiltriert, mit 
Alkohol gewaschen und hierauf im Exsikkator getrocknet. Bei 
Untersuchung dieses Priiparates im Soleil-Ventzkeschen 
Polarisationsapparate erhielten wir folgendes Resultat : 

Kine wiisserige LOsung, die in 10,4 cem 0,5920 ¢ Substanz 
(wasser- und aschenfrei in Rechnung gestellt) enthielt, drehte im 
200 mm-Rohre bei 18° C. 46,5° nach rechts: demnach ist 
aly = -+ 140,5°. 

Diese Zahl liegt dem fiir das Drehungsvermégen der 
Lupeose gefundenen Werte noch etwas niher, als die oben 
angegebenen. 

Die im vorigen mitgeteilten Beobachtungen machen es 
sehr wahrscheinlich, dafi das von uns aus den Samen von 
Phaseolus vulgaris dargestellte Kohlenhydratpriiparat aus einem 
Gemenge von Lupeose mit einem anderen Kohlenhydrat be- 
stand. Das letztere besafi ein weit niedrigeres Drehungsver- 
mogen als die Lupeose und lieferte auch bei der Oxydation 
weniger Schleimsiéiure. Ohne Zweifel ist aber die Trennung 
dieser beiden Kohlenhydrate auf dem beschriebenen Wege keine 
vollstaindige gewesen; es mu daher das Priiparat | etwas 
Lupeose, das Priiparat I] etwas von dem schwacher drehenden 
Kohlenhydrat eingeschlossen haben. Demgemifi ist auch anzu- 
nehmen, daB dieses zweite Kohlenhydrat, falls wir es ganz 
rein hatten darstellen kénnen, ein noch geringeres Drehungs- 
vermégen gezeigt haben wide als das Praparat I. 

Die in der Abhandlung von E. Schulze und Ch. Godet 
beschriebenen Kohlenhydratpréparate aus den Samen von 
Phaseolus vulgaris bestanden héchstwahrscheinlich gleichfalls 
aus Gemengen von Lupeose mit dem schwacher drehenden 
Kohlenhydrat. Doch ist es méglich, dafb diese beiden Gemeng- 
teile hier in anderem Verhiltnis sich vorfanden, als in dem 
jetzt von uns untersuchten Priparat.!) Denn jene beiden Pra- 


1) Fir das eine dieser Praparate wurde [a|p — -++ 104°, fiir das 
25* 
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parate sind in etwas anderer Weise und aus zwei anderen 
Mustern der Phaseolussamen dargestellt worden. Dies kann 
von Kinflu{ auf die Beschaffenheit der gewonnenen Produkte 
gewesen sein; insbesondere mu es fiir méglich erklirt werden, 
dali die verschiedenen Samenmuster jene beiden Bestandteile 
nicht stets in dem gleichen Mengenverhiiltnis enthielten. Als 
eine Stiitze fiir eine soleche Anschauung kann auch die Tat- 
sache dienen, dali wir nur aus dem einen jener beiden Samen- 
muster, nicht aber aus dem anderen Kohrzucker zu isolieren 
vermochten. Dab in dem einen Falle der Rohrzucker voll- 
stiindig fehlte, ist wohl nicht anzunehmen: wahrscheinlich aber 
fand er sich nur in so kleiner Menge vor, daf seine Isolierung 
miflang. 


Die in den oben zitierten Abhandlungen schon erorterte 
Frage, ob die Lupeose eine einheitliche Substanz ist, kann 
auch jetzt noch nicht mit Sicherheit entschieden werden; wahr- 
scheinlich aber ist es, dab diese Frage zu bejahen ist. Denn 
man hat aus verschiedenen Samenarten unter Anwendung ver- 
schiedener Verfahren Lupeosepriiparate darstellen kénnen, die 
im spezifischen Drehungsvermogen nur relativ geringe, durch: 
das Vorhandensein kleiner Beimengungen erklirbare Differenzen 
zeigten; auch lieferten diese Priiparate siimtlich bei der Oxy- 
dation mittels Salpetersiure Schleimsiiurequantitaten, aus denen 
geschlossen werden konnte, dab die Hiilfte der bei Hydrolyse 
dieser Priiparate gebildeten Produkte aus Schleimsaure bestand. 
Wiire die Lupeose kein einheitliches Produkt, so wiirde man 
kaum zu diesem Ergebnis gekommen sein — es sei denn, dai 
die beztiglichen Priiparate aus zwei Kohlenhydraten bestanden 
zweite +- 111° gefunden. Die letztere Zahl liegt zwischen den von 
uns fiir die Priparate I und II gefundenen Werten, wihrend die Zal! 
104 mit demjenigen Werte iibereinstimmt, den wir jetzt fiir Priiparat | 
gefunden haben. Das Priiparat, fiir welches |aJp = + 104° gefunden 
wurde, kann ebenso wie das jetzt von uns untersuchte Praparat I aus 
einem Gemenge von wenig Lupeose mit einer gréferen Quantitét de> 
niedriger drehenden Kohlenhydrats bestanden haben, wahrend das Pri- 
parat, fiir welches {a]p = -—+ 111° gefunden wurde, wahrscheinlich me! 
Lupeose und weniger von dem schwiicher drehenden Kohlenhydrat einschlob 
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hitten, die nicht nur fast das gleiche spezifische Drehungs- 
vermogen besafen und eine der obigen Angabe entsprechende 
Ausbeute an Schleimsiiure lieferten, sondern auch bei der 
Fiillung durch Athyl- und durch Methylalkohol aus wiisseriger 
Losung sich ganz gleich verhielten. Es ist aber nicht wahr- 
scheinlich, daB zwei verschiedene Kohlenhydrate in allen diesen 
Punkten genau iibereinstimmen. 

Die Lupeose stimmt sowohl im spezifischen Drehungsver- 
mogen wie in bezug auf die Schleimsiiureausbeute fast ganz 
mit der Stachyose itiberein.!) Die letztere liaBt sich aber in 
Krystallform tiberfihren, was bei der Lupeose bis jetzt nicht 
gelungen ist. Die Griinde, aus denen die Lupeose fiir ver- 
schieden von der Stachyose zu erkliiren ist, sind tibrigens in 
den oben zitierten Abhandlungen E. Schulzes schon aufge- 
fiihrt worden. Wir haben jetzt noch einen Versuch ausgefiihrt, 
dessen Resultat gleichfalls eine Stiitze fiir jene Annahme liefert. 
Man kann die Stachyose umkrystallisieren, indem man sie in 
der vierfachen Menge Wasser lést, die Lésung nach und nach 
mit so viel Alkohol versetzt, dafi eine Triibung entsteht, und 
sodann einen Stachyose-Krystall in die Fliissigkeit bringt; an 
den Wandungen und am Boden des Gefifbes scheiden sich 
dann binnen 12—24 Stunden Krystalle aus. Auf dem gleichen 
\Wege kann man auch die durch Alkohol aus wasseriger LOsung 
gefallte Stachyose wenigstens partiell in Krystallform tiberfiihren. 
Wir haben nun das reinste unserer Lupeosepriparate der 
gleichen Behandlung unterworfen (auch in diesem Falle wurden 
einige Stachyosekrystalle in die Fliissigkeit gebracht). Es ge- 
lang uns aber nicht, auf diesem Wege die Lupeose in Krystall- 
form iiberzufiihren; dies spricht fiir ihre Verschiedenheit von 
der Stachyose. 

Tanret?) hat gefunden, daf die Stachyose identisch mit 
einem aus Eschenmanna dargestellten Tetrasaccharid ist, und 
da letzteres durch Erhitzen mit 20°/oiger Essigsiiure in Fruk- 

4) Vorausgesetzt, dafi man die beziiglichen Zahlen auch bei der 
Stachyose fiir die wasserfreie Substanz berechnet. 

) Compt. rend., Bd. CXXXIV, S. 1586; Bull. soc. chim, [3!, Bd. XXVII, 

S. 947, suwie Compt. rend., Bd. CXXXVI, S. 1569. 
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tose und ein Trisaccharid gespalten werden kann; dieses Tri- 
saccharid laBt sich in Krystallen erhalten. Wir werden priifen, 
ob die Lupeose sich ebenso oder ihnlich verhiilt. Ein vor- 
liiufiger Versuch schien zu ergeben, dafi auch die Lupeose beim 
Erhitzen mit verdiinnter Essigsiiure Fruktose liefert. Gesetzt, 
daB daneben ein Trisaccharid sich bildet, so wird durch die 
niihere Untersuchung dieses Produktes wahrscheinlich auch die 
Frage, ob die Lupeose identisch mit Stachyose ist, oder nicht, 
endgiiltig zu entscheiden sein. Die interessanten Versuche, 
welche C. Neuberg, in Verbindung mit T. Marx und 8. Lach- 
mann,') tiber das Verhalten der Raffinose und der Stachyose 
gegen Enzyme gemacht hat, lassen es wiinschenswert erscheinen, 
auch das Verhalten der Lupeose gegen Enzyme zu untersuchen. 

Zum Schlub sei noch erwiihnt, dafB N. Castoro?) aus 
den Samen von Cicer arietinum ein Kohlenhydrat dargestellt 
hat, dessen Indentitiit mit Lupeose er fiir sehr wahrscheinlich: 
erklaren konnte. ?) 


') Biochem. Zeitschr., Bd. III, S. 519 u. 539, sowie Bd. XXIV, 8. 171. 
Uber das Verhalten der Stachyose gegen Enzyme liegen auch von andere: 
Seite noch einige in C. Neubergs Abhandlung erwiéhnte Versuche vor. 
*) Gazetta Chimica Italiana, Anno XXXIX, Parte I. 








Zur Kenntnis der Cholsaure. 
Il. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg 
Direktor KE. Schmidt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1910.) 


In der ersten Mitieilung (Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, 
S. 308) habe ich eine Siiure beschrieben, die bei der elektro- 
lytischen Reduktion der Dehydrocholsiiure entsteht und der 
Formel C,,H,,0; entspricht — Reduktodehydrocholsiure. 
Ich habe diese Siiure noch mehrmals dargestellt und dabei 
beobachtet, daB man, um die Uberfiihrung der Dehydrochol- 
siure in das Reduktionsprodukt moglichst vollstindig zu ge- 
stalten, zweckmiifig die Kinwirkungsdauer des Stromes_ ver- 
lingert, von 1/2 Stunden auf 3 Stunden. Die Versuchsbedin- 
gungen waren sonst die gleichen wie friiher. Die nach Be- 
endigung des Versuches aus der Kathodenfliissigkeit durch 
Salzsiure abgeschiedene, zuniichst amorphe Siiure wurde nach 
mehrtéigigem Stehen grdbtenteils krystallinisch, wie dies auch 
friiher schon einmal beobachtet worden war. Dementsprechend 
lieh sie sich auch aus heifem Wasser in krystallisiertem Zu- 
stand erhalten; sie resultiert dabei in biischeln von feinen 
Nadeln. An Stelle des friiher angewendeten Benzols la&bt sich 
als Krystallisationsmittel auch stark verdiinnter Alkohol oder 
besser noch stark verdiinntes Aceton benutzen. Man lést die 
Reduktosiure in wenig Aceton auf, setzt Wasser bis zur be- 
ginnenden Triibung, die man durch einige Tropfen Aceton wieder 
beseitigt, zu und lift im offenen Schilchen ruhig stehen. Ks 
scheiden sich dann nach einiger Zeit diinne, gut ausgebildete, 
oft zentimeterlange Nadeln aus. Der Schmelzpunkt der Saure 
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wurde meist etwas hoher (190—192°) als friiher (188°) gefun- 
den, er ist aber nicht ganz scharf. Die Reduktodehydrocholsiiure 
ist rechtsdrehend, das spezifische Drehungsvermdgen |a!p be- 
triigt ca. + 29° (0,4019 g Substanz gelost in 25 ccm gewohn- 
lichen Alkohols). Dazu ist zu bemerken, dafi bei dieser Be- 
stimmung wie auch bei den im folgenden weiter erwihnten 
die alkoholischen Lésungen das Licht ziemlich stark absorbierten, 
soda die Ablesungen nicht mit der wiinschenswerten Genauig- 
keit vorgenommen werden konnten. Zum Vergleich habe ich 
auch das spezifische Drehungsvermogen der Dehydrocholsiiure 
bestimmt: [a]p = ca. -}- 26—27° (0,2354 g Substanz, 25 ccm 
gewOhnl. Alkohol). Auch eine Probe von Dehydrocholsiure, 
die aus ihrem Trioxim durch Kochen mit Salzsaure abgeschieden 
(vgl. Mylius, Ber., Bd. XIX, 5.2007) und dann aus verdiinntem 
Aceton umkrystallisiert worden war, zeigte das gleiche Drehungs- 
vermogen, Schmelzpunkt dieser Saéure 237°, wie er immer bei 
aus Aceton umkrystallisierter Saéure erhalten wurde. 

In seiner Mitteilung tiber die Dehydrocholsiiure (Ber., 
Bd. XIV, S. 71) hat Hammarsten kurz erwahnt, dab bei 
der Einwirkung von Natriumamalgam auf Dehydrocholsiure 
eine Siure entsteht, die keine typische Pettenkofersche Reak- 
tion liefert, in Alkohol leichter l6slich als Dehydrocholsiure 
ist und aus diesem Lésungsmittel in Form von Blattchen kry- 
stallisiert. Weitere Angaben tiber diese Siiure scheinen in der 
Literatur nicht vorzuliegen. Da es sich bei dieser Siiure um 
eine eventuelle Identitét mit der «Reduktodehydrocholsiiure » 
handeln konnte, habe ich den Versuch von Hammarsten 
wiederholt. Das Verfahren war dabei das folgende: 1 g reine 
Dehydrocholséure wurde in ca. 75 cem 1°/oiger Natronlauge ge- 
lost und in die Lésung im Verlaufe mehrerer Stunden nach und 
nach 4°/oiges Natriumamalgam eingetragen, in einer solchen 
Menge, dai auf 1 g Dehydrocholséure 10 g Natrium kamen. 
Die Temperatur steigt wiihrend des Versuches auf etwa 30° 
und mit zunehmender Konzentration der Natronlauge scheidet 
sich das Reaktionsprodukt in Form von graugefarbten, ziihen 
Klocken aus. Dieselben wurden aus der Lésung herausge- 
nommen, eventuell durch Filtrieren durch Asbest, in warmem 
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Wasser gelost und die LOsung von fein verteiltem Quecksilber 
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Salzsiiure angesiiuert, die 
abgeschiedene Siure abgesaugt, gewaschen, zwischen Filtrier- 
papier abgepreBt, an der Luft getrocknet und dann in heifbem 
Benzol gelést. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol 
wurde das Produkt mit verdiinntem Aceton behandelt. Beim 
Stehen der Lésung schieden sich ganz iihnliche lange Nadeln 
aus, wie ich sie stets bei elektrolytisch gewonnener Keduktosiiure 
erhielt. Diese Nadeln liefen sich jedoch nicht bei 110° trocknen, 
ohne etwas zusammenzusintern und danach wieder fest zu 
werden, auch schmolz die fest gewordene und zerriebene Masse 
ca. 3° nledriger wie die «Reduktodehydrocholsaure», die das 
Trocknen bei 110° anstandslos vertrug. Das mittels Natriumamal- 
gam erhaltene Reduktionsprodukt schien also trotz wiederholten 
Umkrystallisierens noch eine kleine Verunreinigung zu enthalten. 
Ks wurde nunmehr in derselben Weise, wie dies in der 1. Mit- 
teilung beschrieben ist, in das Oxim verwandelt, das nach dem 
Umkrystallisieren aus gewOhnlichem Alkohol und Trocknen bei 
120° genau denselben Zersetzungspunkt: 255° zeigte wie das 
Dioxim der Reduktodehydrocholséure: Proben von beiden Sub- 
stanzen wiesen, an demselben Thermometer erhitzt, nicht den 
geringsten Unterschied auf. Auch eine Stickstoffbestimmung 
gab den fiir das Dioxim verlangten Wert: 

0,1924 g (bei 120° getrocknet) gaben 11 ccm N bei 17° C. 

und 741,8 mm Hg. 
Gefunden: 6,57°/o N. Berechnet fiir C,,H,,0,(: NOH),: 6,47°/o N, 

Aus dem Oxim wurde hierauf durch Kochen mit ver- 
diinnter Salzsiure die urspriingliche Saure wieder abgeschieden, 
die nunmehr, aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert und nach 
dem Trocknen bei 110°, das ohne Schadigung vertragen wurde, 
neben typischer Reduktodehydrocholsdure am selben Thermo- 
meter erhitzt, genau den gleichen Schmelzpunkt wie diese zeigte 
(190—192°). Somit diirfte die von Hammarsten bei der 
teduktion mit Natriumamalgam erhaltene Siiure mit der von 
mir auf elektrolytischem Wege dargestellten identisch sein. 

Es ist bemerkenswert, daB die Dehydrocholsiure mit ziem- 
licher Leichtigkeit 2 Atome Wasserstoff aufnimmt, dai aber 
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eine weitere Reduktion nur schwierig oder iiberhaupt nicht zu 
erreichen ist. Ich erhielt zwar einmal bei einem Reduktions- 
versuch mit Natriumamalgam (entsprechend dem oben beschrie- 
benen angestellt) aus der acetonhaltigen, wiisserigen Mutter- 
lauge der langen Nadeln von Reduktodehydrocholsiure feine, 
eigenartig glinzende Nidelchen, die auch nach dem Trocknen 
bei 110° diesen Glanz nicht verloren und den unscharfen Schmelz- 
punkt von ca. 160° zeigten. Ob es sich bei dieser Verbindung 
aber um ein weiteres Reduktionsprodukt handelt, lieb sich nicht 
ermitteln, da die Menge der Niidelchen nur eine sehr geringe 
war. Versuche, die Dehydrocholsiure in saurer LOsung durch 
den elektrischen Strom zu reduzieren (60°/oige H,SO, und 
Bleielektroden, 60°/o Essigsiiure und Platinelektroden) lieferten 
das unveriinderte Ausgangsmaterial. Bei Anwendung des elek- 
trischen Verfahrens in alkalischer LOsung resultierte stets nur 
Reduktodehydrocholsdure, einerlei ob die Stromstarke, die Tem- 
peratur, die Konzentration der Natronlauge, oder die Einwir- 
kungsdauer des Stromes erhéht wurden. Auch die Redukto- 
dehydrocholsiiure lie} sich weder durch Natriumamalgam bei 
Wasserbadtemperatur, noch durch mehrstiindiges Kochen mit 
Natronlauge und Zinkstaub oder 60°/oiger Essigsiiure und Zink- 
staub am Riickflubkiihler weiter reduzieren: auber unverandertem 
Ausgangsmaterial konnte ein krystallisiertes Produkt nicht ge- 
faBt werden. 

Die zu saimtlichen Versuchen benutzte Cholsaure war 
nach dem bekannten Verfahren von Mylius u. a. aus hiesiger 
Rindergalle dargestellt worden. Es zeigte sich aber, daf die 
tohsiiure aus alkoholischer Lésung in keiner Weise zum Krystal- 
lisieren zu bringen war. Ich wandte deshalb noch das von 
Pregl (Monatsh. f. Ch. Bd. XXIV, 5. 33) fiir «Sommerroh- 
siiure » empfohlene besondere Reinigungsverfahren (Versetzen 
der 1°/o Rohsiure enthaltenden, ammoniakalischen Lésung mit 
BaCl,, Ausfiillen der Siure aus dem Filtrat mittels Salzsiiure) 
an, aber auch jetzt war aus alkoholischer L6sung keine, oder 
nur eine duberst geringfiigige Krystallisation zu erzielen. Ebenso 
verhielt sich ein von der Firma E. Merck-Darmstadt bezogenes, 
nach dem Pregl’schen Verfahren gereinigtes Priiparat. Da- 
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gegen fand ich in dem Aceton ein brauchbares Losungsmittel. 
Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Aceton erhilt man 
die Rohsiiure in Form von fast ungefiirbten, harten, knirschenden 
Krystallen, die aber noch nicht den richtigen Schmelzpunkt 
zeigen und, wie sich aus Oxydationsversuchen ergab, aus einem 
Gemenge von Cholsaéure mit Desoxycholsiiure bezw. Cholein- 
siure bestehen. Um aus diesen Krystallen reine Cholsiiure zu 
gewinnen, krystallisiert man sie noch einige Male aus Alkohol 
um, was jetzt leicht gelingt, bis der Schmelzpunkt der reinen 
Cholsiiure 197° erreicht ist, oder man bedient sich des von 
Langheld (Ber. Bd. XLI, S. 380) angegebenen, auch von Preg| 
(Diese Zeitschr. Bd. LAV, S. 157) neuerdings empfohlenen Ver- 
fahrens, das auf der Schwerldslichkeit des Natriumcholats in 
heiBem Alkohol beruht. 

Bei der Oxydation von nur aus Aceton umkrystallisierter 
Cholsiure mittels Kaliumpermanganat zu Biliansiiure nach dem 
Verfahren von Lassar-Cohn (Ber. Bd. XXXII, 5. 683) erhielt 
ich ein Biliansiiurepriparat, das stark mit Cholansiiure, dem 
Oxydationsprodukt der Desoxycholséiure bezw. Choleinsiiure, 
vermengt war. Bei weiterer Oxydation eines solchen Bilian- 
siurepriiparates (Lassar-Cohn, I. ¢. S$. 685) wurde eine Cilian- 
siiure erhalten, der ebenfalls erhebliche Mengen der schwer 
oxydablen Cholansiiure beigemengt waren. 

Als ich eine derartige Ciliansiiure auf ihr Verhalten gegen 
Hydroxylamin prifte, gelang es, ein stickstoffhaltiges Produkt 
zu gewinnen, das sich aber bei weiterer Untersuchung nicht 
als das vermutete Oxim der Ciliansiiure, sondern als dasjenige 
der Cholansiiure herausstellte. Ich habe diese Verbindung dann 
auch aus reiner Cholansiiure erhalten, reine Ciliansiaure re- 
agiert dagegen weder mit Hydroxylamin, noch mit Phenylhy- 
drazin, wie auch Pregl (Diese Zeitschr. Bd. LXV, 5S. 168) be- 
merkt, dafi die Ciliansiiure den gewohnlichen Ketonreagenzien 
gegentiber sich negativ verhalte. Die Cholansiiure wurde in 
reiner Form aus dem oben erwiihnten Biliansiiurepriiparat 
durch fraktionierte Krystallisation aus Alkohol (Pregl, Monatsh. 
f. Ch. Bd. XXIV, S. 48) erhalten. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol war der von Pregl (1.c.) 
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angegebene Schmelzpunkt 295° erreicht, der sich auch nach 
weiterem Umkrystallisieren nicht mehr iinderte. Nach der letzten 
Arbeit Pregl’s (Diese Zeitschr., Bd. LXV, 5S. 160) ist es nicht 
ausgeschlossen, dai es zwei Cholansduren gibt (eine der Des- 
oxvcholsiiure und eine der Choleinsiiure entsprechende), nach 
dem konstanten Schmelzpunkt moédchte ich das von mir be- 
nutzte Priiparat fiir einheitlich halten. Die polarimetrische Un- 
tersuchung ergab fiir ja|p den ungefaéhren Wert von + 95° 
(0.3055 ¢ gelést in 25 ecem Alkohol, vgl. die Bemerkung auf 
S. 384). Bulnheim (Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 312) fand fiir 
eine verdiinntere Lésung 113°; Tappeiner (Liebig’s Ann., 
Bd. CXCIV, S. 233) beobachtete 53° (08576 g in 14 ccm 
absol. Alkohol), Kutscheroff (nach Latschinoff, Ber., Bd. XV, 
S. 714) 83°. 

Kine Analyse der bei 130° getrockneten Cholansiiure er- 
gab Ubereinstimmung der gefundenen mit den berechneten 
Werten: 

0.1615 g Substanz: 0.3899 g CO, und 0.1217 g H,O. 
Gefunden: 65,84°/o C Berechnet fiir C,,H,,0,: 66,01°/o C 
8.43% 0 HL. 8,31°o H. 

Von den 7 Sauerstoffatomen der Cholansiiure C,,H,,0, 
verteilen sich bekanntlich 6 auf drei Carboxylgruppen, wahrend 
ein Atom in Form einer Carbonylgruppe darin vorhanden ist. 
Diese Carbonylgruppe konnte Bulnheim (Diese Zeitschrift, 
Bd. XXV, 5. 51317.) nachweisen, indem es ihm gelang, ein 
Phenylhydrazinderivat des Triiithylesters der Cholansaure dar- 
zustellen, auch die freie Siiure reagierte vielleicht mit Phenyl- 
hydrazin, doch liegt keine Analyse des Reaktionsproduktes vor. 
Dagegen gibt die Cholansiiure nach Bulnheim mit Hydroxyl- 
amin weder bei gewohnlicher Temperatur, noch bei 90°, noch 
bei 140° ein Oxim. Wie ich gefunden habe, erhalt man aber 
ein solches Oxim leicht, wenn man in folgender Weise verfihrt. 


Oxim der Cholansdure. 
Man lést Cholansiure in der erforderlichen Menge 5°/oiger 
Natronlauge, setzt das Dreifache der berechneten Menge Hy- 
droxylaminchlorhydrat zu und lést die durch das Chlorhydrat 
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wieder ausgefiillte Siure durch weiteren Zusatz von Natron- 
lauge auf. Diese Losung erwirmt man ea. 1 Stunde auf dem 
Wasserbade, wobei sie vollstiindig klar bleibt. Man liéBt dann 
noch 24—48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, wobei eben- 
falls keine Ausscheidung eines Reaktionsproduktes erfolgt. Dies 
mag der Grund dafiir gewesen sein, weshalb Bulnheim die 
Bildung des Oxims entgangen ist. Siuert man nunmehr die 
alkalische Fltissigkeit mit Essigsaure an, so fiillt das Oxim in 
Form einer weilien Masse aus, die ausgewaschen, getrocknet 
und aus verdtinntem Aceton umkrystallisiert wurde. Man lost in 
wenig Aceton, setzt Wasser bis zur beginnenden Triibung, die 
man durch einige Tropfen Aceton wieder beseitigt, zu und lift im 
offenen Schalchen ruhig stehen. Es resultieren zierliche, schim- 
mernde Blattchen, bisweilen auch feine, harte Nadeln. Beide 
Formen beginnen, nach dem ‘Trocknen bei 100°, im Schmelz- 
rohrehen erhitzt, bei ca. 160° unscharf sich zu zersetzen, bei 
ca. 197° ist die Zersetzung vollstiindig. Das Oxim ist gegen 
Wasser nicht sehr bestindig, denn schon beim langeren Stehen 
der acetonhaltigen, wiisserigen Lo6sung bel Zimmertemperatur 
schieden sich auch stickstofffreie Krystalle ab, die sich durch 
ihren Zersetzungspunkt (295°) als Cholansaure charakterisierten. 
Die Analysen von Proben zweier verschiedener Darstellungen 
(1 und Il) ergaben: 
I. 0.3204 g (bei 100—110° getrocknet) gaben 9.3 cem N bei 24° €. 
und 738,9 mm Hg. 
0.1632 g Substanz gaben 0.3779 g CO, und 0,1195 g H,0. 
I. 0.3168 » > > 8.4cem N bei 17° C. und 747.8 mm He. 


Gefunden: [. 3,24°'o N Berechnet fiir C,,H,,0,(: NOH): 3,11° 0 N 
63,15%o C 63,81% 


8.19°/) H 8.26%. H 
II. 3.07% N 
Durch die Gewinnung eines Oxims ist somit ein weiterer 
Beweis fiir das Vorhandensein einer Carbonylgruppe in der 
Cholansiiure erbracht. 











Uber das Verhalten des Humins zu Bromlauge. 
Von 


Dr. Artur Konschegg, Assistent am Institute. 


(Aus dem pharmakologischen Institute der Universitat Innsbruck. 
Vorstand: Prof. Dr. J. Nevinny.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Oktober 1910.) 


Lift man Siiuren oder Alkalien bei hdherer Temperatur 
auf Kohlenhydrate einwirken, so fiarbt sich bekanntlich das 
Reaktionsgemisch braun, welche Erscheinung durch die Ent- 
stehung von sogenannten Huminsubstanzen erkliirt wird. Unter 
diesem Namen fassen wir heute eine ganze Reihe ihrer Kon- 
stitution aach noch vollig unbekannte Verbindungen zusammen, 
welche sowohl bei der Faéulnis und langsamen Verwesung 
vieler organischer K6érper entstehen, aber auch aus Eiweif- 
koOrpern durch Einwirkung von Séuren und Alkalien erhalten 
werden kénnen. Inwieweit aber alle diese Kérper untereinander 
echemisch gleichartig sind, kann vermodge ihrer unbekannten 
Konstitution nicht gesagt werden. 

Der Gedanke, ob durch kriiftige Oxydation derartiger Ver- 
bindungen es nicht moglich wire, zu bekannten Koérpern und 
dadurch zu niiherer Kenntnis der chemischen Natur der Hu- 
minsubstanzen zu gelangen, veranlabten mich, Versuche in dieser 
Richtung anzustellen, tiber deren vorliufige Ergebnisse ich nun- 
mehr berichten mochte. 

Zur Verwendung in diesen Versuchen gelangten Humin- 
substanzen, die ich aus Kohlenhydraten durch Behandlung mit 


Salzsiiure erhielt. 

Ich stellte mir sowohl von Humin als auch von Humin- 
siiure grOéBere Mengen dar, wobei ich bemerken mochte, dab 
die Ausbeute an reiner Substanz durch die wiederholt not- 
wendigen Fiallungen eine ziemlich geringe wird. 
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Der nach mehrmaligem Abdampfen der Salzsiiure aus dem 
Reaktionsprodukte, das ich durch 12stiindiges Erhitzen von 
250 g Traubenzucker mit 1 | 24°/oiger Salzsiiure erhielt, re- 
sultierende Riickstand bildete eine schwarzbraune broéckelige 
Masse, die in verdiinnter Kalilauge nicht vollstiindig lislich war. 
Aus der abfiltrierten tiefdunkelbraunen Lésung fiillte verdiinnte 
Salzsdure einen braunen flockigen Niederschlag. Dieser bildet 
die Huminséure; der in KOH unloésliche Anteil, das Humin. 
Beide Anteile wurden nun getrennt verarbeitet. 

Die Huminsiure wurde abermals in KOH geldst und wieder 
mit HCl gefallt. 

Bei liingerem Auswaschen zeigt das Filtrat eine nach und 
nach immer dunkler werdende Fiirbung, die auf Zusatz von 
Siiure unter Ausscheidung brauner Flocken verschwindet. 

Unterwirft man das wiisserige stark dunkelbraun gefirbte 
Filtrat der Dialyse, so diffundiert nur reichlich Wasser zur 
Losung. Die Huminsiiure bildet somit mit reinem Wasser eine 
kolloidale Lésung. Am Wasserbade eingedampft, hinterlibt 
diese einen schwarzen, kiisigen Riickstand, der sowohl in Wasser 
als auch Alkohol vollstindig léslich ist, wobei ich eine harzige 
Ausscheidung nicht wahrnehmen konnte. 

Eine derartige Ausscheidung konnte vielmehr nur dann 
beobachtet werden, wenn Alkohol zu einer mit KOH versetzten 
Huminséurelésung zugesetzt wurde. Dasselbe bewirkten auch 
Ather und Aceton. Dabei handelt es sich demnach um die 
Ausscheidung des Kalisalzes der Huminsdure und nicht um die 
freie Siure selbst. 

Gut gewaschen und getrocknet bildet der Abdampfriick- 
stand der freien Huminsiiurelisung ein leichtes braunes, rotlich- 
braun abfairbendes Pulver. Die Ausbeute betrug 5 g. 

Der nach wiederholtem Behandeln mit warmer Kalilauge 
erhaltene Riickstand —- das Humin — bildet eine schleimig 
zahe Masse, die fast unfiltrierbar ist. Es wurde daher diese 
Substanz mehrmals mit verdiinntem Alkali aufgeschlemmt, um 
alle Mengen von etwa noch vorhandener Huminsiaure daraus 
zu entfernen, und sodann iiber gehirtetem Filter abgenutscht. 
Der Riickstand wurde nun ebenso nunmehr mit Wasser be- 
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handelt, um die Lauge zu entfernen. Der nunmehr erhaltene 
Riickstand wurde bei 100° getrocknet. Dabei resultierte eine 
harte glasartige sprode Masse, die zerrieben ein Pulver gibt, 
welches merklich dunkler als die gepulverte Huminsiure ist 
und auch dunkler abfiirbt. Das erhaltene Produkt ist sowohl 
in Wasser, Laugen und Siiuren als auch in Ather und Alkoh! 
unloslich. Seine Ausbeute betrug 8 g. 

Schlemmt man wenig Humin in Kalilauge auf und setzt 
langsam Brom zu, so tritt Losung ein. Nach einiger Zeit scheiden 
sich jedoch aus der Losung weife, unter dem Mikroskop deut- 
lich als Krystalle erkennbare Flocken ab, die sich auferordent- 
lich leicht in Ather lésen. Das gleiche Verhalten zeigt aber 
auch die Huminsiiure. 

Da es sich zeigte, dah} man dasselbe bromhaltige krystal- 
lisierte Produkt auch aus nicht so sorgfiiltig gereinigtem Aus- 
gangsmateriale erhielt, so stellie ich mir nun eine grofere 
Menge Humin -+- Huminsiiure her, indem ich 600 g Trauben- 
zucker mit 4 1 24°/oiger HCl unter dem Riickflubkiihler durch 
12 Stunden erhitzte. 

Die resultierende Masse wurde abgedampft, der Riickstand 
noch 2mal mit Wasser versetzt und abermals abgedampft. Es 
resultierte nun eine braunschwarze brockelige Masse in der 
Menge von 250 g. 

100 g des so erhaltenen Rohproduktes wurden fein ge- 
pulvert und nach und nach unter Kthlung in einem geraéumigen 
Stutzkolben mit Brom und 50°/oiger KOH zusammengebracht. 
Nas Pulver wurde zuerst mit etwas Kalilauge aufgeschlemmt, 
sodann 5—10 ecm Brom zugefiigt, dann wieder KOH und aber- 
mals Brom. Durch liingere Zeit stellt bei diesem Verfahren das 
Reaktionsgemisch eine stark schiiumende, schwarzbraune Masse 
dar. Wegen des durch entweichende grofe Mengen von CO, 
bedingten Schiiumens konnte die Reaktion wie oben beschrieben 
nur langsam durchgefiihrt werden. Bis zur vollstiindigen Auf- 
hebung des Reaktionsgemisches kamen unter diesen Umstinden 
3)0 cem Brom und 3000 eem 50°/oiger KOH zur Verwendung. 

Der entstandene weibe Niederschlag wurde abfiltriert und 
in Alkohol umkrystallisiert. Seine Menge betrug 80 g. Der ent- 
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standene Korper hatte einen auferordentlich heftigen stechen- 
den Geruch, der die Augen zum Triinen reizte. Er war schon 
in den geringsten Mengen von Ather als auch Aceton und Chloro- 
form zerflieBlich. Weniger leicht liste er sich in wiisserigem 
Alkohol, jedoch auch dieser vermochte beim Erwiarmen betriicht- 
liche Mengen des Korpers zu lésen. Beim Erkalten schieden sich 
lange weife Krystallnadeln aus, die nach wiederholtem Um- 
krystallisieren einen konstanten Schmelzpunkt von 92° zeigten. 
Nunmehr bestimmte ich in dem erhaltenen reinen Produkte das 
Brom nach Carius, wobeli sich ergab: 


I. 0,1789 g Substanz gaben 0,4048 g AgBr = 0,1723 ¢ Br 
If. 0.1159 » . » 0.2617 » » = 01114 » 


Gefunden: 96,3°/o, 96,1°/o. Berechnet fiir CBr,: 96,4°/0 


Der Schmelzpunkt fiir CBr, ist 92,5° Hiland!) beschreibt 
diesen Korper als einen eigentiimlich aromatisch schwach nach 
Kampfer riechenden, dessen Dampf die Nasenschleimhaut stark 
reizt und die Augen zum Trianen bringt; eine Eigenschaft, die 
ich auch bei meinem Produkte feststellen konnte. Nach allem 
dem ergab sich also, dafi durch die Einwirkung von brom und 
Kalilauge Tetrabrommethan entstanden war. 

Wie Collie?) gezeigt hat, entsteht Tetrabrommethan aus 
den verschiedensten Kérpern sowohl der aliphatischen als auch 
aromatischen Reihe durch Behandlung derselben mit Bromlauge. 
Er konnte diesen Kérper aus Alkohol, Aceton. Glycerin, Zucker, 
Apfelsiiure und Citronensiiure, weiter aus Phenolen und Naph- 
thalinverbindungen erhalten. Der Reaktionsvorgang besteht nach 
ihm in einer priméren Oxydation und Sprengung des Molekiils 
durch das Brom. Dadurch entsteht Bromoform, welches, wie 
Wallach) nachgewiesen hat, durch tiberschiissige Bromlauge 
leicht in Tetrabrommethan umgewandelt wird. 

Aus der Entstehung dieses Kérpers aus den aus Kohlen- 
hydraten erhaltenen Huminsubstanzen ergibt sich, dab eine 
vollige Zerst6rung des Zuckers durch die Behandlung desselben 
mit Saéuren wohl nicht stattfindet, sondern wir es mit grofer 

1) Annalen der Chemie, Bd. CCXL, S. 238. 


*) Journ. of the chem. society, Bd. LXV, 8. 262. 
*) Annalen der Chemie, Bd. CCLXXY, S. 147. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. 26 
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Wahrscheinlichkeit in diesen Substanzen mit hydroxylhaltigen 
Verbindungen des Kohlenstoffs zu tun haben, da gerade solche 
die Bildung von Tetrabrommethan leicht ermdglichen. 

Ob die Bildung derartiger KoOrper auch aus anderen Hu- 
minsubstanzen moglich ist, bleibt einer weiteren Untersuchung 
vorbehalten, jedoch wird es, um der eingangs erwiahnten Frage 
niiher zu treten, notwendig sein, zu untersuchen, ob aus Hu- 
minsubstanzen nicht auch anderweitige Abbauprodukte erhalt- 
lich sind. 

















Die Ausscheidung von parenteral zugefiihrtem Kreatin bei 
Sdugetieren. 
Von 


C. A. Pekelharing und C. J. C. Van Hoogenhuyze. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1910. 


Wihrend friiher das im Harn vorkommende Kreatinin ohne 
weiteres als von Kreatin herstammend betrachtet wurde, ist 
in den letzten Jahren von einigen Forschern, Folin,!) Mel- 
lanby,?) Lefmann,*) gegen diese Auffassung Zweifel erhoben. 
Van Hoogenhuyze und Verploegh*) aber fanden bei ihren 
Selbstversuchen einen, wenn auch nur kleinen Teil von per os 
eingenommenem Kreatin im Harn als Kreatinin wieder und konn- 
ten, in Gegensatz zu Mellanby, die Befunde von Gottlieb 
und Stangassinger (Anhydrierung von Kreatin durch bak- 
terienfreie Extrakte von Leber, Niere und Milz) bestatigen. Auch 
hoben sie hervor, dafi die von Folin und Lefmann mitge- 
teilten Zahlen nicht imstande sind, die von diesen Forschern 
in der erwihnten Hinsicht gemachten Folgerungen geniigend 
zu begriinden. Neuerdings haben auch Cathcart®) und Noel 
Paton®) die Entstehung von Kreatin und von Kreatinin im 
Organismus unabhiingig von einander fiir hochst unwahrschein- 
lich erklart. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen tiber die Ausschei- 
dung von Kreatinin und von Kreatin beim Menschen unter 
normalen und abnormalen Verhiltnissen scheinen uns am besten 
und am einfachsten zu erkléren zu sein durch die Annahme, 





‘) Festschrift, O. Hammarsten gewidmet, 1906. 
2) Journal of Physiol., Bd. XXXVI, S, 447. 

+) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 476. 

4) Ibid., Bd. LVII, S. 161, Bd. LIX, S. 101. 

5) Journal of Physiol., Bd. XXXIX, S. 311. 

®) Tbid., S. 485. 


26* 
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dai Kreatin im Stoffwechsel — nicht nur in den Muskeln, son- 
dern auch in anderen Organen — aus Eiweif entsteht und, in 
den Kreislauf gelangt, bei Siugetieren wenigstens, teilweise 
unter Oxydation weiter zersetzt, zum anderen Teil, in erster 
Linie in der Leber, in Kreatinin umgesetzt wird, welches dann 
groftenteils durch die Nieren ausgeschieden wird. Auch neuere 
Jeobachtungen von Ten Doesschate und Van Hoogenhuyze 
iiber das Vorkommen von Kreatin im Harn bei Schwangeren, 
insbesondere bei Eklampsie,!) stimmen mit dieser Auffassung 
iiberein. Friiher ist schon von uns bemerkt worden, dab} in 
dieser Weise auch das Vorkommen von Kreatin im Harn bei 
Nahrungsentziehung erklart werden kann, nachdem dann die 
Verdauungsorgane und also auch bestimmte Leberfunktionen 
aufer Tiitigkeit gesetzt werden, sodafi erwartet werden dart, 
dafi dann das in den Kreislauf gelangte Kreatin nicht so gut 
wie anders anhydriert werden kann.?) Nun hat Cathcart ge- 
funden, dali beim Hunger Zufuhr von Kohlenhydraten das Ver- 
schwinden des Kreatins aus dem Harn zur Folge hat, Zufuhr 
von Fett dagegen nicht*)— ein Befund, der unserer Auffassung 
sicher nicht widerspricht, nachdem die Resorption von Kohlen- 
hvdraten aus dem Darm die Leberzellen zu kriftiger Wirkung 
bringt, wahrend das Fett zwar, vom Darm aus, Gallenabsonderung 
hervorrufen kann, aber ohne mit der Leber in Beziehung zu 
treten, durch die ChylusgefiiBe dem Blut zugefiihrt wird. 

Es schien uns inzwischen wiinschenswert, aufs neue die 
Ausscheidung von Kreatin und Kreatinin nach Kreatinzufuhr 
zu untersuchen und zwar nach parenteraler Zufuhr, da gegen 
die friiher mitgeteilten, hierauf beztiglichen Beobachtungen von 
Van Hoogenhuyze und Verploegh, und ebenso gegen die- 
jenigen von Plimmer, Dick und Lieb, *) eingewendet werden 
kann, das per os aufgenommene Kreatin sei vielleicht schon 
im Verdauungstraktus, vor der Resorption, in irgend einer Weise 
veriindert worden. 


') Werden bald verdffentlicht werden. 
*) Zentralbl. f. d. ges. Physiol. u. Pathol. d. Stoffwechsels, 1909, Nr. 5 


3) |. ¢, 


*) Journal of Physiol., Bd. XXXIX, S. 98. 
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Wir haben Versuche bei Kaninchen und bei einem Hund 
angestellt. Die Kaninchen wurden in einem Kifig gehalten, 
dessen Boden von einer mit zahlreichen kleinen Léchern ver- 
sehenen Ebonitplatte gebildet wurde. Darunter befand sich eine 
schriig gestellte Glasplatte, welche den Harn, ohne Verun- 
reinigung mit Kot, nach einem Becherglas abfiihrte. Das Glas 
wurde jeden Tag morgens um 9 Uhr gewechselt und der ge- 
sammelte Harn wurde dann gemessen und weiter untersucht. 
Das Kreatinin und das Kreatin wurden in der bekannten Weise, 
nach Folin, bestimmt. 

Der Harn eines in der gewohnlichen Weise gefiitterten 
Kaninchens enthiilt immer, neben Kreatinin, eine geringe Menge 
Kreatin. Das ist die Folge der alkalischen Reaktion des Harnes. 
Denn wenn die Nahrung so gewiihlt wurde, dai das Tier sauren 
Harn ausschied — wir gebrauchten dazu Brot und Brel von 
Maismehl —, so wurde, ebenso wie beim Hund und beim Men- 
schen, nur Kreatinin und kein Kreatin im Harn gefunden. Man 
darf wohl annehmen, dafi bei der gewohnlichen Nahrung das 
im Harn enthaltene Kreatin nicht als solches von den Nieren 
sezerniert, sondern erst beim Verbleib des alkalischen Harns in 
der Blase aus Kreatinin gebildet worden ist. Um das Weiter- 
schreiten dieser Veriinderung in dem schon entleerten Harn zu 
verhindern, wurde jeden Tag in das zum Auffangen des Harns 
bestimmte Becherglas 9 ccm 10°/oige Essigsiiure gebracht. 

Mehrere Kaninchen erwiesen sich fiir unseren Zweck als 
ungeeignet, da niamlich die Harnausscheidung zu unregelmiibig 
stattfand, bisweilen sogar volle 24 Stunden ausblieb. Bei 
drei Tieren war aber die Ausscheidung regelmihig genug zur 
Beurteilung des Einflusses vom eingefiihrten Kreatin, wie aus 
dem folgenden hervorgeht. 

An den in der Tabelle angegebenen Tagen wurde Kreatin 
in Ringerscher Lésung injiziert, subcutan, oder in eine Ohr- 
vene. Nur einmal wurde dabei Kreatin gebraucht, so wie es 
von Merck geliefert war, welches 16°/o Kreatinin enthielt. In 
allen anderen Fallen wurde Kreatin injiziert, welches mittels 
Auswaschen mit heiBem Alkohol vollstindig von Kreatinin befreit 
war. An 6 Tagen wurde zwischen 9 Uhr morgens und 6 Uhr 








398 





C. A. Pekelharing und C. J. C. Van Hoogenhuyze, 


Tabelle I. 


Kaninchen | erhielt als Nahrung: erst Mohrriiben, Kohlrabi und Heu, dann 


statt Heu frisch geschnittenes Gras; spater Brot und Gras. 
Korpergewicht schwankend um 2 kg. 




















Har Kreatinin iit. Har Kreatinin — 
Tag arn a a | Tag arn P — a . 
ne oF total tin oi ae °F total tin 
ccm miert Cc miert 
1. Reihe 2. Reihe 
1 93 DAD 69,5 | 14,5 11 | 112 70,2| 80,11 9,9 
21 132 56 72,3] 163 121116 | 842 928] 86 
31150 | 60 741] 141 13] 120 | 77,5. 859] 84 
4 | 118 58,3 70 11,7 14] 94 62.1) 74,6] 12,5 
51 89 59.2 72 | 128 15] 154 | 90,4 1342] 43,8 
6} 110 | 63 | 75,6] 12,6 16] 100 | 723| 764) 41 
71104 | 67.9 120.4] 52,5. 71104 | 585 588] 03 
s [106 | 466) 55 | 84 is} 90 | 70 | 759] 59 
g] 82 168 498] 3 19} 90 71,4! 79,7] 83 
10 | 102 68,9) 86,1] 17,2 20 | 90 77,5; 81 3,9 
11} 89 56,4 1144] 58 2) 211105 | 966) 130 | 33.45 
121136 | 63 | 82 | 19 221 80 | 705| 78 | 75 
i3}439 | 70 80,4] 10,4 23} 50 | 548] 61,4] 66 
14] 121 | 50 |) 56,6] 66 24] 46 | 54 | 562] 22 
2 Reihe 25 | 58 68,1 | 116,45] 484 
11108 | 71,7! 79,6] 7,9 261 70 | 69,1! 88,6] 19.5 
21 88 54 = -D7,D| 3,5 271 36 | 37,6) 39,4] 1.8 
31113 | 644) 71,5] 7,1 281 78 | 569, 631] 62 
4] 116 78,3| 83.4] 7,1 29] 70 | 65,9) 70 id 
> 7 108 68.3 69 0.7 30 67 60,3. 110.4] 50.1 ° 
6li2 | 608 6 | 42 31| 90 | 744| 76,7] 23 
71144 | 1041 155.5] 51,43) 321 99 | 688) 72,5] 3.7 
81135 | 69.2) 759] 6,7 331120 | 694) 7471 53 
9 | 118 67,3) 69,6] 2,3 84 | 122 61,7. 66,7] 5 
10 | 126 97> 8d 5,3 35] 98 82,8 151,6] 65.5° 
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Tabelle I. Fortsetzung. 
Kreatinin m Kreatinin : 
, Harn Krea- - Harn Krea- 
Tag aa Tag gays 
c prafor- ; . : priifor- 
total tin a total tin 
ccm | miert ccm | miert 
l 
2. Reihe 2, Reihe 
36 | 115 51,7 54,7] 3 44 62 59,7 661] 64 
37 96 65,8 72 6,2 43 68 67 GS 1 
38 62 5d 4 60.4) 5 46 50 50,6 56,6] 5 
39 1 64 61,2 | 67,9] 6,7 47 | 82 63,8  132,6] 68.87) 
, pa ay ff 8.4 ») A , ” 1 - - » PrP 6 j~ 
oo] © 16,2 146.4] 70,2") 48} 52 d2,8 57,3] 4,5 
41 42 46,4 48.9} 2,3 49 38 HOD 45,5] 5 
42] 58 769 | 85,3] 8,4 50 i) 36 tl 5) 
43 30 33,8 56,8 3 











abends, mit Zwischenriiumen von 2 bis 3 Stunden, fiinfmal 
4.75 cem einer LOsung unter die Haut injiziert, welche auf 
25 ecem 100 mg Kreatin enthielt, an 2 Tagen wurden 95 mg 
in 9,5 cem auf einmal subeutan gegeben und an 2 anderen 
Tagen wurden 100 mg in 10 ccm in eine Ohrvene injiziert. 

Die am Tage der Einspritzung angegebenen Zahlen be- 
ziehen sich, wie aus dem oben Gesagten hervorgeht, auf den 
von 9 Uhr morgens dieses Tages bis 9 Uhr des folgenden 
Tages entleerten Harn. 

Nur einmal, nach der zweiten Injektion der ersten Heihe, 
wurde keine vermehrte Kreatininausscheidung beobachtet. Die 
gefundene Kreatininmenge war sogar noch kleiner als am Tag 
vor der Injektion. Zwar stieg sie in den beiden folgenden 
Tagen an, irgend ein Einflu8 der Injektion konnte aber nicht 
beurteilt werden, da das Tier erkrankt war. Es litt an Darm- 
katarrh und die Kreatininausscheidung zeigte mehr als eine 
Woche lang sehr grofe Schwankungen. Nachdem das Heu im 
Futter durch frisches Gras ersetzt war, wurde das Tier bald 
wieder hergestellt und der Versuch konnte fortgesetzt werden. 

In den fiinf anderen Fiillen, wo das Kreatin allmahlich 


') 100 mg Ohrvene. 2) 100 mg Ohrvene. 
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in kleinen Dosen unter die Haut gespritzt wurde, enthielt jedes- 
mal der Harn am Tage der Injektion mehr Kreatinin als an 
einem der Tage der Vorperiode. 

Zur leichteren Ubersicht stellen wir hier die Zahlen zu- 
sammen. 











Vorperiode 





Tag der cat i 
mg , 5 
© Dauer Mittel Maximum 


Injektion 
Tage g mg 





7,1. Reihe 67,9 58, 63,0 
104,1 | 6, | 78,3") 
90,4 
96.6 








, 82.8 66,6 


In den beiden Fallen, wo 95 mg Kreatin auf einmal sub- 
cutan eingefiihrt wurden, war der Unterschied weniger deutlich. 
Zwar war die Kreatininausscheidung am Tag der Injektion und 
am darauf folgenden Tag hoher als das Mittel der vorigen Tage, 
das Maximum der Vorperiode war aber noch hoher. Auffallend 
ist es, daB in beiden Fiillen die Kreatininzahl zwei Tage lang 
hoch blieb, und dai im ersten Fall (25. Tag der 2. Reihe) am 
zweiten Tag auch noch 19,5 mg Kreatin (als Kreatinin be- 
rechnet) ausgeschieden wurde. 

Nach der Einspritzung in die Ohrvene wurde das erste- 
mal (40. Tag, 2. Reihe) eine deutliche Vermehrung der Kreatinin- 
ausscheidung beobachtet: 76,2 mg gegen ein Mittel von 58,5 
und ein Maximum von 65,8 mg in der Vorperiode. Das fol- 
gende Mal (47. Tag) aber war das Resultat nicht eindeutig. 
Zwar betrug die Ausscheidung am Tag der Injektion 63,8 mg 
Kreatinin gegen ein Mittel der Vorperiode von 55,7 mg, die 
Ausscheidung war aber in der Vorperiode unregelmibig und 
betrug einmal 67, ein anderes Mal sogar 76,9 mg. 

Aus diesen Beobachtungen geht also hervor, dai das 
Kaninchen imstande war, in den Kreislauf eingefiihrtes Kreatin 


') Auch wenn man das miteingefiihrte Kreatinin, etwa 15 mg, in 
Abzug bringt, ist die Kreatininmenge gréfer als in der Vorperiode. 
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in Kreatinin zu verindern; daf man aber, um schlagende Er- 
cebnisse zu erhalten, die natiirlichen Verhiiltnisse méglichst getreu 
nachahmen und das Kreatin nicht in gréferen Mengen zugleich, 
sondern allmiihlich, in kleinen Portionen einverleiben mubB. 

Wie erwartet werden konnte, wurde ein Teil des einge- 
fiihrten Kreatins nicht im Harn zuriickgefunden. Von den 95 mg 
Kreatin (nahezu 82 mg Kreatinin entsprechend) erschien nach 
der porionenweisen Injektion nach Abzug des mittleren Kreatin- 
gehalts des Harns der vorigen Tage einmal 64,1 mg Kreatin, 
in den anderen Versuchen kaum die Hiilfte oder noch weniger 
(als Kreatinin berechnet) im Harn. Nach der subcutanen In- 
jektion auf einmal betrug die ausgeschiedene Kreatinmenge im 
ersten Fall 57, im zweiten 46 mg, wahrend nach unmittelbarer 
Einspritzung von 100 mg Kreatin (= 87 mg Kreatinin) in das 
Blut das erstemal 65, das zweitemal 64,4 mg Kreatin im Harn 
zurickgefunden wurde. Die tiaglichen Schwankungen der Krea- 
linin- und der Kreatinausscheidung machen es unmdglich, genau 
zu berechnen, wie viel von dem einverleibten Kreatin ver- 
schwunden ist; so viel aber darf aus den Zahlen wohl abge- 
leitet werden, dafi auch ftir das Verschwinden, aller Wahr- 
scheinlichkeit nach also fiir die Zersetzung des Kreatins die 
Verhiltnisse giinstiger sind, wenn dieser Stoff allmiihlich, in 
kleinen wiederholten Dosen in den Kreislauf kommt, als wenn 
das Blut plotzlich damit tiberladen wird. 

Bei Kaninchen II wurden ihnliche Ergebnisse erhalten 
(s. Tab. II). 

In zwei Versuchen, am 5.und am 12. Tage, wurde, zwischen 
4 Uhr morgens und 6 Uhr abends, mit Zwischenriiumen von 
2—3 Stunden, fiinfmal je 20 mg in 5 ccm Ringerscher Lésung 
gelostes Kreatin subcutan eingespritzt. Das erstemal kam von 
den 100 mg injizierten Kreatins etwa 40 mg Kreatinin im Harn 
zum Vorschein und dabei 17,8 mg unverindertes Kreatin. Am 
zweiten Tag war die Kreatininausscheidung wieder etwa 15 mg 
hoher als zuvor: die Kreatinmenge war jetzt aber nicht mehr 
erhoht. Im zweiten Versuch war die Ausscheidung von Krea- 
tinin und von Kreatin am Tag der Injektion auliergew6hnlich 
niedrig, am folgenden Tag aber enthielt der Harn soviel Krea- 
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an- 


tinin, dafi an diesen zwei Tagen zusammen der Betrag 
sehnlich héher war als zuvor: 334,2 mg (= 167,1 mg pro 
Tag), gegen 554,6 mg (= 110,9 mg pro Tag) in den 5 voran- 


gehenden Tagen. Kreatin wurde jetzt sehr wenig, etwa 4 mg 












































mehr als zuvor, ausgeschieden. 
Tabelle II. 
Kaninchen Il. Nahrung: Brot und Mohrriben. 
Kérpergewicht schwankend um 3 kg. 
Kreatinin —_ Kreatinin 7 
_ Harn a4 wind Tag Harn ed ape mel 
siieaad os total tin cem | miert total tin 
I 109 | 102.7 112,7] 10 13 | 210 | 165,2, 175 9,8 
2] 114 | 1038) 1114 7,2 14] 74 | 1033 105,27 1,9 
3] 124 | 106.3 112.6] 63 15 | 104 | 1027. 105,8] 3.1 
A] 114 | 1091 1161] 7 16 | 124 | 1035 1062] 27 
5 | 162 | 144,2 162 | 17,8') 17 | 132 | 97,9) 1049] 7 
6 | 10% | 1221 1276] 5,5 18 | 114 7 107,3° 114 | 6,7 
7] 152 | 112 | 1216] 9.6 19 | 70 | 25,8) 46,2] 204 
8 | 152 | 116 122 6 20 | 160 | 185,1 240) | 54.9 
9] 136 | 108.3) 112 8,7 21 126 | 118,7) 125.9] 7,2 
10} 112 7 11538) 120,38] 5 22 | 152 | 1013, 1083] 7 
11] 168 7 108 | 1144] 64 23 1 112 99.1 105,27 6.1 
12 7 120 70 84,5] 9,57) 
Als dagegen bei diesem Kaninchen, am 19. Tag, 100 mg 


Kreatin in 10 eem Ringerscher Fliissigkeit gelOst, mittels In- 
jektion in eine Ohrvene auf einmal in die Blutbahn gebrachit 
wurde, enthielt der Harn desselben Tages, neben einer aufer- 
ordentlich kleinen Menge Kreatinin, schon etwa 15 mg Kreatin 
mehr als das Mittel der vorigen Tage, wiihrend am folgenden 
Tag die Kreatininmenge kaum ausreichte zum Ausgleich des 
Defizits des vorigen Tages, und etwa 50 mg Kreatin mehr, al: 
das Mittel der Vorperiode im Harn gefunden wurde. 


1) 520 me Kreatin subeutan in 8 Stunden. 


2) 5 SZ 90 » » » > bat » 


100 mg Kreatin Ohrvene. 
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Auch hier stellte es sich also heraus, dal die Verhiilt- 
nisse sowohl fiir die Anhydrierung als fiir die Zerstérung des 
injizierten Kreatins viel gtinstiger sind, wenn dieser Stoff all- 
miihlich in den Kreislauf gebracht wird, als wenn das Blut 
plotzlich damit tberladen wird. 

Bei einem dritten Kaninchen, das mit Brot und Brei von 
Maismehl gefiittert wurde, und das demzufolge sauren, kreatin- 
freien Harn ausschied, war nur einmal ein Versuch moglich, 
infolge der bei diesem Tier meistens sehr unregelmiibigen Harn- 
entleerung. 

Tabelle III. 


Kaninchen Il. Koérpergewicht 2.5 kg. 




















Kreatinin a Kreatinin ia 
‘ Harn rea- = Harn \rea- 
lag prifor- lag prafor 
“Ee tin ~~ | total tin 
ccm | miert ccm | miert 
1} 168 | 194 194,17 — 67 150 | 113 112 —- 
2 66 | 110 1118) — 7 | 132 | 194.2) 227.5] 33,3 
3 70 | 124.6 126 -— 8 = = a os 
4} 80 7125 | 124.7) — 9} 88 | 203.6 214 | 104 
dD 116 117.5 118 — 10 50 137 137.3 




















Am 7. Tag wurde, im Verlauf von 8 Stunden, fiinfma! 
20 mg Kreatin subcutan injiziert. Denselben Tag wurde gerade 
ein Drittel davon als solches wieder ausgeschieden. Am fol- 
genden Tag entleerte das Tier gar keinen Harn und am darauf 
folgenden Tag wurden noch 10,4 mg Kreatin im Harn gefunden. 
DaB die Kreatininausscheidung infolge der Einspritzung ver- 
mehrt war, kann, auch bei den erheblichen Schwankungen der 
Kreatininmengen, wohl kaum bezweifelt werden. 

Schlieblich haben wir einige Versuche bei einem Hund 
angestellt. Das Tier wurde in einem Meverschen Stoffwechsel- 
kiifig gehalten, welcher das Auffangen des Harns ohne Verunrei- 
nigung mit Kot ermdglichte. Ebenso wie bei den Kaninchen 
wurde der gesammelte Harn jeden Morgen um 9 Uhr zur 
Untersuchung weggenommen. Die Injektionen wurden jedesmal 
subcutan gemacht, mit einer 1°/oigen KreatinlOsung in Ringer- 
scher Fliissigkeit. Folgende Tabelle enthilt die Befunde. 
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Tabelle IV. 


Hund. Nahrung: Brot und tiaglich ein Hiihnerei. + 7,5 kg. 





a 





Kreatinin , Kreatinin : 

. Krea- T: az Harn a9 —_—_—_—_— Krea- 
priifor- total tin tag prafor- 
ccm | miert ; cc | miert 


Harn 
total tin 








1. Reihe 2. Reihe 

157 | 156.7 
150 | 1499 
149 | 149.3 
101 101.9 
201,5 202 


QO9 


| 133.6 
| 116 
232 
100.9 173 | 72. 41 | 140.8 
2193 | 29 | | 120 49 | 150.4 
159.7 | 160 : db 386 | 136,7 
| 140.9] - 69 
| 151.7) - At] 76 
| 236.8 1134.2: ; 98 | 
80 | 141 | 140.8 
39.6 100 | 143 | 144.6 
163,5 86 | 133° | 132,9 
132 108 44 | 145,5 
136,8 108 | 162 | 1724 
212.8] 5d,i 112 
116 | — 22 | 102 
ins 3] 102 
250) 263 2. 90 




















') 5X 38 mg Kreatin in 8 Stunden, subcutan. 

2) 190 » >» auf einmal, > 

°) 190 > » > > > keine Nahrung. 
4) 190 > » > 

2 «x 100 » >»  Q9Uhrund6Uhr, » 
6) 2 100 » > 9» » 6 » » keine Nahrung zwischen 
8 Uhr des 13. und 8 Uhr des 15. Tages. 
‘) 2 100 mg Kreatin 9 Uhr und 6 Uhr, subcutan. 


» >» 
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Tabelle IV. 

















405 


Fortsetzung. 



































a a) fn _____] 
Kreatinin : Kreatinin , 
Tag Harn amy Krea- Tag Harn <r Krea- 
Po = total tin sian ae total tin 
2. Reihe 2. Reihe 
25 88 | 132 131.8], — 33 | 106 [1385 138,7 
26 94 | 134 133,77} — 34 94 | 137.5 1371] — 
27 104 | 133.4 132,6 35 72 Lit 167 23 *) 
28 11 t | 153.9 171 17,1 ‘) 36 4 160 165.5] 5.5 
29 } 170 | 174.2) 193,9] 19,7 37 | 100 | 140 140 _ 
30 4 134.5) 1343 --— 58 104 121 120.9 - 
31 | 104 | 1354 1358] — 39 91 | 1189, 120 
32 | 110 | 129,2, 130 — 
Nach der ersten Beobachtungsreihe, welche 24 Tage 


dauerte, wurden die Bestimmungen einige Wochen unterbrochen: 
der Hund blieb aber in dem Kiifig und in der Nahrung wurde 
keine Anderung vorgenommen. Dann fing die zweilte Reihe 
an, in welcher die Beobachtung wahrend 39 aufeinanderfolgenden 
Tagen fortgesetzt wurde. 

Beim Hund war es mdglich, nicht nur den Einflub einer 
allmiéihlichen Kreatinzufuhr, sondern auch denjenigen der Akti- 
vitét der Verdauungsorgane zu untersuchen. 

Dreimal, am 3. Tag der ersten und am 28. und am 35. Tag 
der zweiten Reihe, wurde die Einverleibung, im ersteren Fall 
von 190 mg, in den beiden anderen von 200 mg Kreatin, tiber 
einen Zeitverlauf von 8 Stunden verteilt. In allen drei Fillen 
folgte darauf eine sehr deutliche Zunahme der Kreatininaus- 
scheidung. Das erstemal wurde am Tag der Injektion sehr 
wenig Harn gelassen, der tibrigens prozentiseh ein wenig mehr 
Kreatinin enthielt als der Harn der vorigen Tage. An den 
beiden folgenden Tagen aber war die Kreatininmenge betricht- 
lich groBer. Die mittlere Ausscheidung betrug an diesen 3 Tagen 
163 mg Kreatinin, waihrend in den ersten 9 Versuchstagen, nach 
') 5 >< 40 mg Kreatin in 8 Stunden, subcutan. 
7)5x«x40 » > » 8 > > 
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Abzug von diesen 3, im Mittel 148 mg Kreatinin gefunden 
wurden. Man kann also sagen, dai von den 190 mg Kreatin, 
welche eingespritzt waren, etwa 50 mg als Kreatinin von den 
Nieren ausgeschieden wurden, wiihrend dabei nur 23 mg Kreatin 
unveriindert im Harn zum Vorschein kam. 

Das zweitemal (28. Tag, 2. Reihe) wurden von 200 mg 
eingespritztem Kreatin etwa 60 mg als Kreatinin, neben 36,8 mg 
Kreatin, im Harn gefunden, wihrend das drittemal (35. Tag, 
2. Reihe) nach der Injektion von 200 mg Kreatin etwa 35 mg 
Kreatinin mehr als zuvor und dabei 28,5 mg Kreatin von den 
Nieren ausgeschieden wurden. 

Wenn aber 190 oder 200 mg Kreatin auf einmal, oder 
nur in zwei Dosen verteilt, subcutan injiziert wurden, war das 
Resultat anders. Die Kreatininausscheidung tiberstieg dann das 
Mittel der vorangehenden Tage nur wenig, wihrend an den 
Tagen, wo alles auf einmal eingespritzt wurde, mehr Kreatin 
unveriindert von den Nieren entfernt wurde als nach der all- 
miihlichen Zufuhr, und zwar: 1. Reihe, 10. Tag 72,1 mg, 
21. Tag 55,5 mg. Als in der 2. Reihe am Morgen und am 
Nachmittag jedesmal 100 mg Kreatin eingespritzt wurden, er- 
schienen am 6. Tag 40, am 20. Tag nur 22,1 mg Kreatin im Harn. 

Obgleich man, infolge der taglichen Schwankungen der 
Ausscheidung, nicht imstande ist, genau zu bestimmen, wieviel 
des einverleibten Kreatins der Hund als Kreatinin ausschied, 
soviel kann jedenfalls wohl aus den erhaltenen Zahlen abge- 
leitet werden, dai in allen den bis jetzt besprochenen Ver- 
suchen die Summe des mehr ausgeschiedenen Kreatinins und 
Kreatins weniger, meistens viel weniger betrug, als die Hiilfte 
der eingespritzten Kreatinmenge. Das war aber nicht so, wenn 
die Verdauungsorgane in Ruhe waren. Am 15. Tag der 1. Reihe 
erhielt der Hund keine Nahrung. Von den an diesem Tag 
einverleibten 190 mg Kreatin kamen an demselben Tag mehr 
als 143 mg unverindert im Harn zum Vorschein, wéhrend an 
diesem Tag wenig, am folgenden mehr, dennoch nicht unge- 
woOhnlich viel Kreatinin ausgeschieden wurde. Am 14. Tag der 
2. Reihe wurden morgens um 9 und nachmittags um 6 Uhr 
je 100 mg Kreatin eingespritzt, waihrend das Tier am 13. Tag 
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morgens um 8 Uhr zum letztenmal Nahrung erhalten hatte und 
bis zum Morgen des 15. Tags ohne Nahrung blieb. Jetzt wurden 
in zwei Tagen 115,6 mg Kreatin ausgeschieden und dabei, am 
zweiten Tag, als der Hund wieder Nahrung erhielt, ein wenig 
mehr Kreatinin als an den vorangehenden und den folgenden 
Tagen. 

Wenn also die Verdauungsorgane nicht arbeiten, wird 
nicht nur weniger Kreatin anhydriert, sondern auch weniger 
zersetzt. 

Wir glauben deshalb, daf unsere Ergebnisse 1. fiir die 
Annahme sprechen, dai bei Saéugetieren in den Kreislauf ge- 
langtes Kreatin teilweise zersetzt, teilweise auch, in Kreatinin 
verindert, von den Nieren ausgeschieden wird, und 2. mit 
der Auffassung, dafi die Titigkeit der Leber sowohl in bezug 
auf die ZerstOrung als auf die Anhydrierung des Kreatins von 
grober Bedeutung ist, im Einklang sind. 


Berichtigung 


Von 


E. Schulze. 


In der Abhandlung «Untersuchungen tiber die in den 
Pfanzensamen enthaltenen Kohlenhydrate» von E. Schulze 
und Ch. Godet!) sind auf Seite 319 Zahlen fiir den Gehalt 
der Samen an unlodslichen Pentosanen mitgeteilt worden. Nach- 
dem dort angegeben worden ist, in welcher Weise diese Zahlen 
erhalten wurden, heift es: «Das letztere Verfahren wollen wir 
mit A, das zuerst beschriebene mit B bezeichnen.» Diese An- 
gabe ist zu korrigieren, es muB heifen: «Das letztere Ver- 
fahren wollen wir mit B, das zuerst beschriebene mit A be- 
zeichnen. » 

Es sei hier ferner noch erwiithnt, daB in jener Abhand- 
lung an mehreren Stellen das Wort «Glukosen» in der friiher 
allgemein iiblichen Weise als zusammenfassende Bezeichnung 
fiir Aldosen und Ketosen gebraucht worden ist. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 281—351. 








Uber das Verhalten von p-Oxyphenylmilchsaure und 
p-Oxyphenylbrenztraubensdure im Tierkorper. 
Von 
Yashiro Kotake (Osaka, Japan). 


(Aus dem Universitaéts-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle 
Pharmakologie zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1910.) 


Wenn auch Blendermann’) |-Oxyphenylmilchsiiure bei 
der Fiitterung eines Kaninchens mit einer groben Menge Tyrosin 
aus dessen Harne isoliert hat und auch ich*) vor kurzem 
diese Saure im Harne des Hundes bei Phosphorvergiftung ge- 
funden habe, schien es mir doch noch immer fraglich, ob die 
Saéure ein normales Abbauprodukt des Tyrosins im Tierkérper 
darstellt. 

Da O. Neubauer®) im Harne eines Alkaptonurikers nach 
Kinnahme von Oxyphenylmilchséure keine Vermehrung der 
Homogentisinsiure beobachtete, wohl aber bei der Verabreichung 
der entsprechenden Ketonsaure, der Oxyphenylbrenztrauben- 
sdure, und da er im Harne eines Hundes, dem Phenylamino- 
essigsiure eingegeben wurde, die entsprechende Ketonsiure, 
Phenylglyoxylsaiure, fand, so stellte er die Theorie auf, dah 
die Aminosiéuren im normalen Zustande im TierkOrper durch 
die sogenannte oxydative Desaminierung tber die entsprechen- 
den Ketonséiuren abgebaut werden. 

Die Oxyphenylmilchséiure, welche von Neubauer ange- 
wandt wurde, war ein Racemkorper, der bei 118—119° C. 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 234 (1882). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 397 (1910). 
%) Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 211 (1908). 
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schmolz. Ich habe diese Séure nach Neubauer durch Re- 
duktion der Oxyphenylbrenztraubensdure, welche durch Spal- 
tung des Lactimids erhalten wurde, dargestellt, und zwar habe 
ich sie auf folgende Weise gewonnen: 

12 g Azlacton (Schmelzpunkt 170° C.) wurden in 180 ccm 
konzentrierter Natronlauge (ca. 35°/o) suspendiert und in einem 
geriumigen Kolben eine Stunde auf freier Flamme unter hiu- 
figem Umschitteln gekocht. Nach dem Erkalten wurde der 
Inhalt in ein dickwandiges Becherglas dekantiert, etwas Eis in 
Stiicken wurde hineingeworfen und mit konzentrierter Salzsaure 
(spezif. Gewicht 1,19), zu welcher ungefahr das gleiche Gewicht 
Kis hinzugefiigt war, nach und nach unter Umriihren ange- 
siiuert, bis die Fliissigkeit deutlich auf Congopapier reagierte. 
Das von der ausgeschiedenen Benzoesiure sofort abgesaugte 
iltrat wurde mehrmals mit Ather ausgeschiittelt und der Ather 
abdestilliert. Die zuriickgebliebene krystallinische Masse, die sich 
gelblich fiirbte, wurde einige Male mit einer geringen Menge 
Benzol behandelt, worin die entstandene Oxyphenylbrenztrau- 
bensiiure schwer ldslich ist, und die so ziemlich leicht von 
etwas beigemengter Benzoesaure befreite Ketonséure wurde in 
heifem Wasser gelést; beim Erkalten krystallisierte sie in 
kleinen Tafeln. Die bei 100° C. getrocknete Oxyphenylbrenz- 
traubensiiure wurde in einem kleinen Kolben in Wasser sus- 
pendiert und die theoretische Menge Natriumamalgam auf ein- 
mal hinzugefiigt, wobei eine starke Erhitzung stattfand. Nach 
20 Minuten wurde der Kolbeninhalt schnell mit konzentrierter 
Salzsiiure (etwas mehr als der fiir die Neutralisierung berech- 
neten Menge) versetzt. Die vom Quecksilber getrennte Flussig- 
keit wurde iiber Nacht stehen gelassen, wobei sie vollstandig 
krystallinisch erstarrte. Die Krystalle wurden abgesaugt und 
wiederholt aus Wasser umkrystallisiert. Die an der Luft ge- 
trocknete Siéure enthielt Krystallwasser. 

0,1460 g Substanz verloren bei 105—110° C. 0,0068 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,,O, + ‘'/2 H,O: Gefunden: 
1.0 = 471%, 4,66 °/o. 


Die Siiure wurde in Wasser gelést mit frisch gefalltem 
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Calciumearbonat versetzt und im Wasserbade gekocht. Das 
erhaltene Calciumsalz enthielt ebenfalls Krystallwasser 
0,1905 g Calciumsalz verloren bei 130—140° C. 0,0405 g H,0. 
Berechnet fiir (C,H,O,),Ca ++ 6H,0: Gefunden: 
H,O = 21,17°%e, 21,25°/o. 

Der Krystallwassergehalt der freien Siure und des Cal- 
ciumsalzes stimmt also mit den Angaben von Erlenmeyer und 
Lipp!) Uberein. Die von mir dargestellte Siure schmolz schon 
im krystallwasserhaltigen Zustand bei 144—145° C., die bei 
105° C. getrocknete, krystallwasserfreie Siiure schmolz bei dem- 
selben Grad, wihrend die von obigen Autoren dargestellte 
Siure im wasserhaltigen Zustand bei 115—122° C., wasserfrei 
bei 144° C. schmolz. Beim vorigen Versuche habe ich auch 
durch die Reduktion von Oxyphenylbrenztraubensiure die Siiure, 
die bei der von Erlenmeyer und Lipp angegebenen Tempera- 
tur schmolz, erhalten. Durch den diesmaligen Versuch wurde 
aber erst erwiesen, dai die Differenz der beiden Schmelz- 
punkte (ca. 20° C.) vom Krystallwasser unabhiingig ist, und 
ich bin auf den Gedanken gekommen, dai bei der Darstellung 
aus Tyrosin die Oxyphenylmilchséure durch die Wirkung sal- 
petriger Saure (oder bei der Darstellung aus Oxyphenylbrenz- 
traubensiiure bisweilen auch durch andere Umstiinde) eine Um- 
lagerung oder weitere Veranderung erleiden kénne. Ich habe 
deshalb 1 g der Siure in 100 ccm warmem Wasser gelost, 
dem 9 ccm Normalschwefelsiure hinzugefiigt waren, mit 1 g 
Baryumnitrit versetzt und tiber Nacht stehen gelassen. Die 
vom entstandenen Baryumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit wurde 
mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Verdunsten des Athers 
blieben gelbgefirbte Krystalle (in blattchen) neben etwas 
unveranderter Oxyphenylmilchséure zuriick. Die letztere, die 
mehrmals aus Wasser umkrystallisiert wurde, schmolz noch 
bei 143—145° C., die erstere, die nicht mehr Millonsche 
Reaktion gab und Stickstoff enthielt, stellt wahrscheinlich ein 
Nitroprodukt dar und schmilzt bei 114—116° C. Bei der Kin- 
wirkung iiberschiissiger salpetriger Saiure auf Tyrosin mub 





') Liebigs Annalen, Bd. CCXIX, S. 226 (1883). 
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man deshalb mit der Bildung solcher N-haltiger Produkte neben 
der Oxyphenylmilchsaéure rechnen. Ob bei der Reaktion etwa 
sterische Umlagerung erfolgt, habe ich bisher nicht untersucht. 

Von dem Gedanken ausgehend, daf die im krystallwasser- 
haltigen Zustand bei 144—145° C. schmelzende Oxyphenyl- 
milchsiiure sich im Tierkérper anders verhielte als die Siiure, 
die in demselben Zustand bei 115—122° C. resp. bei 118 bis 
119° C. schmilzt, und weil das Schicksal von p-Oxyphenyl- 
milchsiure und p-Oxyphenylbrenztraubensiure im normalen 
Tierkérper noch nicht untersucht ist, habe ich folgende Ver- 
suche an Kaninchen angestellt. 


A. Versuche mit (d-l-)p-Oxyphenylmilchsaure. 


Versuch 1. 


Kinem Kaninchen (K6érpergewicht 2180 g) wurde 1 ¢ 
(d-l-)p-Oxyphenylmilchsiiure als Natriumsalz subcutan injiziert. 
Der Harn des Tieres wurde 24 Stunden vor der Injektion, 
24 Stunden nach der Injektion und auch noch 24 Stunden 
spiiter gesammelt. Jede Portion wurde besonders verarbeitet 
und zwar ein Teil fiir die Reaktionen und die Bestimmung der 
Drehung; der grOBere Teil aber wie folgt: Der Harn wurde 
auf dem Wasserbade fast zur Trockne eingedampft und der 
Riickstand mehrmals mit Alkohol heif extrahiert, bis der Aus- 
zug nicht mehr Millonsche Reaktion gab. Die vereinigten 
Alkoholextrakte wurden, nachdem der Alkohol verdunstet war, 
wieder mit Wasser aufgenommen, mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angesiiuert. Der Atherriickstand aus dem Harne der 
ersten 24 Stunden nach der Injektion krystallisierte in langen 
Nadeln, die nach einmaliger Umkrystallisation aus fast reiner 
(d-l-)p-Oxyphenylmilchsiure bestanden. Die zweimal aus Wasser 
umkrystallisierte Siiure zeigte schon Schmelzpunkt von 144 bis 
145° C. Die ganzen Resultate befinden sich in folgender Ta- 
belle, und zwar habe ich jede Zahl des Atherriickstandes aller 
Portionen auf die ganze Harnmenge umgerechnet. 
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Menge Drehung Atherriickstand 
ae Re- i oh ree 
gan | OM Sacchari- Gewicht | Aciditat Bemerkungen 
Harns} aktion meter) | in ecm 
in ccm %/o in g | M/10-Lauge 
24 Std. Millons Reak- 
walk al- tion: schwach 
vor oe — 0,05—0,07] 0,120 4,60 __ positiv. 
Injek- kalisch Atherriickstand: 
tion sirup6s 
24 Std. Millons Reak- 
h tion: positiv in 
nac™ | 185 | sauer| — 0,05 1,023 52,80 _ der Kiilte. 
der In- Atherriickstand: 
jektion krystallinisch 
= Millons Reak- 
bai al- tion: schwach 
tere | 262 — 0,05 0,090 3,48 _ -positiv. 
— kalisch Atherriickstand: 
24 Std. oF ats 
sirupés 
1.023 — 0:29 +0090'59 80 __ 4,60 + 3,48 
= 0,918 == 48,76 
50,04 (berechnet fiir Oxy- 
phenyl milchsaure.) 











Versuch 2. 


Einem Kaninchen (Korpergew. 1280 g) wurden 0,5 g (dl-)p- 
Oxyphenylmilchséure als Natriumsalz unter die Haut einge- 
spritzt. Der Harn, 24 Stunden vor und nach der Injektion 
und auch noch 24 Stunden spiter gesammelt, wurde wie beim 
vorigen Versuche verarbeitet. Die ganzen Resultate sind in 
folgender Tabelle zusammengestellt. 


B. Versuche mit 1-p-Oxyphenylmilchsaure. 


(dl-)p-Oxyphenyimilchséure wurde immer fast vollsténdig 
unverandert im Harne wieder ausgeschieden, wie aus den vor- 
stehenden Tabellen ersichtlich ist. Da es aber mdglich ist, daf 
sich die optisch-aktive Sdure im Organismus anders verhilt 
als die racemische Siiure, habe ich mit der ]-Saure einen Ver- 
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Menge Drehung Atherriickstand 
ties Re- | (in einem -———— y eee 
Zeit Sacchari- a Aciditat Bemerkungen 
Harns Jaktion| meter) “ | in ccm 
in ccm %/o in g | 1/19-Lauge 
24 Std. | Millons Reak- 
wnasian al- tion: schwach 
190 — 0,08 0,025 | 0,70 _  positiv. 

In- kalisch Atherriickstand: 
jektion | sirupis 
=r conan a : = 
_— | Millons Reak- 
dnote °° sauer | tion: positiv in 
jektion 178 —0,03—0,05} 0425 | 23,60 _ der Kilte. 

enin a Atherriickstand: 

tere |118 oie | krystallinisch 
16 Std. nial | 
aa | Millons Reak- 
al- tion: schwach 
tere 161 — 0,05 0,029, 0,98 __-positiv. 
o4 Std kalisch Atherriickstand: 
litt sirupis 
0/425 — E+ OM ag gg 0-1-0586 
= 0,398 | == 22,36 


21,87 (berechnet fiir Oxy- 
| phenylmilchsaure). 


such gemacht. Die l-Saéure wurde durch Einwirkung salpetriger 
Siiture auf l-Tyrosin dargestellt und schmolz bei 167—168° C. 
(unkorr.). (In meiner vorigen Abhandlung ') habe ich angegeben, 
da die |-Séure bei 162—164° C. schmolz. Ich habe aber spiater 
festgestellt, daB der Schmelzpunkt sowohl der synthetischen wie 
auch der aus Phosphorharn isolierten Séure bei 167—168° C. 
liegt. Die Differenz riihrte von einem Thermometerfehler her. 
Die Siiure, welche von Blendermann aus Tyrosinharn isoliert 
wurde, schmolz bei 162—164° C., sie war aber wahrschein- 
lich etwas unrein, woftir ihre Analysenwerte sprechen. 

Die Siiure, welche von Baumann bei Phosphorvergiftung 


im Harne gefunden wurde, schmolz bei 167—168° C. Dieser 
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Schmelzpunkt stimmt also mit dem meiner Siure iiberein, und 
es ist ganz auBer Zweifel gestellt, dag’ Baumann auch I-p- 
Oxyphenylmilchsaure in Handen gehabt hat). 0,5 g |-p-Oxyphenyl- 
milchsaure wurden dem beim letzten Versuch gebrauchten 
Kaninchen subcutan injiziert. In dem 8stiindigen Harne nach 
der Injektion konnte ich schon ebensoviel l-p-Oxyphenylmilch- 
siiure nachweisen, als injiziert wurde (durch die Bestimmung 
der Drehung). Die ganzen Resultate befinden sich in folgender 
Tabelle. 























Menge Drehung Atherriickstand 
dass Re- |(in einem seein ti parece 
Zeit Sacchari- iia | ciaita Bemerkungen 
Harns Jaktion] meter) Gewicht / in ecm 
in ccm %o in g | M/1o-Lauge 
24 Std. | Millons Reak- 
ee ian al- | lion: schwach 
. 168 — 0,05 0,039 | 1,60 __ positiv, 
In- kalisch | Atherriickstand: 
jektion sirup0s 
8 Std. Millons Reak- 
nach der} 35 sauer | — 0,55 *) tion: positiv in 
Injektion 149 0,498 26.30 _ der Kilte. 
weitere al- i Atherriickstand: 
16 Std. [4442 — [atisch] — 9: krystallinisch 
weiieien ail Millons Reak- 
189 — 0,05 ‘ani _ tion: schwach 
24 Std. kalisch positiv 
—— 52,5 10,498 — 0,039 27,30 — 1,60 
*) 055 — 0,05 « 35 a. ae ’ ’ ls. 
, 05 X 385 X 4799 —= 0,459 — 25,7 
= 0,51 g (berechnet fiir 1-Oxy- 25,2 (berechnet fiir Oxy- 
phenylmilchsdure) phenylmilchsaure). 





























C. Versuche mit p-Oxyphenylbrenztraubensaure. 


Versuch 1. 


1 g p-Oxypheny!brenztraubensadure, die durch Spaltung 


des Azlactons gewonnen wurde, wurde dem Kaninchen, welches 
beim Versuch 1 A gebraucht war, als Natriumsalz subcutan 
injiziert. Der Harn wurde in drei Zeitabschnitten wie bei den 
Versuchen mit (dl-)p-Oxyphenylmilchsaure verarbeitet. Der Harn, 
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der wiihrend 24 Stunden nach der Injektion gesammelt wurde, 
zeigte beim Hinzufiigen von salzsaurem Phenylhydrazin eine 
Triibung. Aus seinem Atherriickstand habe ich 0,090 g unver- 
iinderter Oxyphenylbrenztraubensaure, die in Tafeln krystalli- 
sierten, bekommen. Sie gab eine schéne Phenylhydrazinprobe, 
schmolz bei 207— 209 ° C.") und zeigte eine Nitroprussidnatrium- 
reaktion, eine Probe, die von Herrn Prof. Jaffe gefunden 
wurde. Sie besteht darin, dab eine wiasserige Oxyphenylbrenz- 
traubensiiurelésung sich beim Hinzufiigen von einer Nitroprussid- 
natriumlésung und Natronlauge rubinrot, beim Ansiéuern mit 
Essigsiiure griin firbt. Das Filtrat der Oxyphenylbrenztrauben- 
siiure wurde zuniichst mit Bleiacetat gefallt, wobei eine nur 
geringe Fillung entstand. Die vom Niederschlag abfiltrierte 
Fliissigkeit wurde mit Bleiessig ausgefallt. Von dem ersten 
Niederschlag konnte ich nach der Zerlegung mit Schwefel- 
wasserstoff keine Krystalle isolieren; vom Bleiessigniederschlag 
dagegen erhielt ich nach der Zerlegung mit Schwefelwasserstoff 
eine geringe Menge (0,026 g) nadelférmiger Krystalle, die nach 
mehrmaliger Umkrystallisation bei 166—168° C. schmolzen; 
in ihrer wiisserigen Lésung konnte ich eine ganz schwache 
Linksdrehung beobachten, und sie gab eine schéne Millonsche 
Reaktion, aber keine Phenylhydrazinprobe. Der Schmelzpunkt 
und die Eigenschaften stimmen also mit denen der |-p-Oxy- 
phenylmilchsaure tiberein. 

Wegen des Mangels an Material konnte ich sie nicht 
analysieren. Die ganzen Resultate befinden sich in folgender 
Tabelle. 

Aus diesem Versuche geht hervor, da’ p-Oxyphenyl- 
brenztraubensiure im Tierorganismus fast vollstandig zerstort 
wird. Um das Resultat sicherzustellen, habe ich dem kleinen 
Kaninchen, das beim Versuch 2, A und B gebraucht war, 0,5 g 
p-Oxyphenylbrenztraubensiiure als Natriumsalz subcutan inji- 
ziert und den Harn untersucht. Aus dem Atherriickstand, den 
ich aus dem 24stiindigen Harne nach der Injektion bekam, 
erhielt ich durch Bleiessigfallung und nachherige Zerlegung 


') Der Schmelzpunkt ist etwas zu niedrig fiir reine p-Oxyphenyl- 
brenztraubensaure. 
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Menge Drehung |Atherriickstand 
Re- (in einem .. | Aciditit 
Zeit mn Sacchari- Ge- in ccm] Bemerkungen 
Harns | aktion meter wicht n“™ 
in ecm % ing Lauge 
24 Std , MillonsReaktion: 
vor der} jy ai- — 0.075\ 2.60 schwach positiy. 
In- kaliscl Atherriickstand: 
; alisch 
jektion sirupés 
8 Std. schwach | MillonsReaktion: 
nach der al- — 0,15 | positiy. 
Injektion {02 | kalisch 0,286) 15,80 | Atherriickstand: 
weitere 62 al- | oy | teils krystallinisch, 
16 Std. ] > kalisch | teils sirupés 
. ) | MillonsReaktion: 
weitere al- | ae wake cre 
24 Std. kalisch | Atherriickstand : 
sirupos 

















mit Schwefelwasserstoff wieder eine geringe Menge (0,012 g) 
nadelfOrmiger Krystalle, welche bei 165—167° C. schmolzen. 

Der Harn gab keine Phenylhydrazinprobe und der daraus 
gewonnene Atherriickstand gab weder Phenylhydrazinprobe 
noch Nitroprussidnatriumreaktion. 























Menge " Drehung | Atherriickstand 
e- : R Peay 
Zeit des “ eimemy) Ge- | Aciditit Bemerkungen 
Harns | aktion| Sacchari- wicht, in cem 
in ccm meter) in g ®/19-Lauge 
24 Std ) Millons Reaktion: 
: , al- | ti ac S] iV 
Ss +0 0.039) 1.32 schwach pOsilly. 
inioktion kalisch | Atherrickstand; 
| SIPUpOS 
24 S . ™ 
* Sta Spur a 
nach der] 135 | desgl. 0,064 2 20 desl, 
Injektion i 
weitere | 905 |desgl.| +0 | 0,032 1,58 desal. 
2% Std. 

















Versuch 3. 


Da ich bei den beiden letzten Versuchen aus dem Harn 
eine Substanz isolieren konnte, die man mit grofer Wahr- 
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scheinlichkeit als |-Oxyphenylmilchséure anzusprechen berech- 
tigt ist, habe ich noch einmal einem Kaninchen (K6rpergewicht : 
2986 g) eine etwas gréfere Menge p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure (2,8 g) als Natriumsalz auf einmal subcutan injiziert, in 
der Absicht, etwas mehr von der obengenannten Substanz zu 
gewinnen. Der Harn, der 24 Stunden nach der Injektion ge- 
sammelt wurde, gab eine schéne Phenylhydrazinprobe ; der daraus 
gewonnene Atheriickstand zeigte auch eine positive Phenyl- 
hydrazinprobe und Nitroprussidnatriumreaktion. Er wurde in 
Wasser geldst, mit ein wenig Tierkohle entfiirbt, auf eine 
seringe Menge eingedampft und tiber Nacht stehen gelassen, 
wobei Oxyphenylbrenztraubensaéure und etwas Hippursiiure (das 
Gemenge: 0,68 g) auskrystallisierten. Sie wurden abgesaugt, 
und das Filtrat, das sich ziemlich stark fiirbte, wurde auf 30 com 
gebracht und mit Bleiacetat gefallt. 

Die dabei entstandene krystallinische Fiillung wurde nach 
12 Stunden abfiltriert, und das Filtrat mit Bleiessig gefiillt. Aus 
dem ersten Niederschlag erhielt ich nach der Zerlegung mit 
Schwefelwasserstolf fast reine p-Oxyphenylessigséure (0,030 g). 
Die zweile Fiillung wurde auch mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, und die vom Bleisulfid abfiltrierte Fliissigkeit wurde zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit gesattigter 























Menge Drehung | Atherriickstand 
d 7 Ke- (in einem : —— 
Zeit Sacchari- | Ge- | Aciditat Bemerkungen 
Harns | aktion meter) wicht | in cem 
in cem %% in g 4/10-Lauge 
2% Std schwach Millons Reaktion: 
vor der} gag i, — 0.05 | 0.086 2 (0) schwach positiv. 
__In- _e Atherriickstand : 
jektion waniaiiein sirup6s 
24 Std, Millons Reaktion: 
nach schwach positiv in der Kiilte. 
da 192 0,05--0,07] 1,000 58,20 Atherriickstand: 
ari sauer teils krystallinisch, 
jektion teils sirup0s 
wei- schwach Millons Reaktion: 
tere | 218 | al- — 00 Leases} aan | SOPrOe peer. 
24 Std ilk Atherriickstand: 
. ALISC : oe 
- " sirupds 
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Natriumbisulfitlésung aufgenommen und mehrmals mit Ather 
ausgeschiittelt. Der getrennte, mit Wasser wiederholt ausge- 
waschene Ather hinterlieS keine Krystalle. Oxyphenylmilch- 
siure lieB sich also in diesem Falle nicht nachweisen. Die 
Natriumbisulfitlbsung behandelte ich mit Salzsiaure und dtherte 
aus, wodurch wieder eine geringe Menge Oxyphenylbrenztrau- 
benséiure (0,08 g) isoliert wurde 

Aus den obigen Versuchen geht hervor, dal} |- und (d-I-)p- 
Oxyphenylmilchsaure im Tierkorper fast vollstiindig unveriindert 
wieder im Harne ausgeschieden werden, p-Oxyphenylbrenz- 
traubenséure dagegen vollsténdig oder fast vollstiindig zerstort 
wird. Die Resultate sprechen fiir die Annahme von Neubauer, 
daf Tyrosin im TierkOrper im normalen Zustand tiber Oxy- 
phenylbrenztraubensiure abgebaut wird, und stehen mit seinen 
Krfahrungen am Alkaptonuriker in gutem Einklang. Daf p- 
Oxyphenylmilchséure unveriindert den Tierkérper passiert, ist 
um so interessanter, als Phenylmilchséiure nach Knoop!) bis 
auf einen kleinen Rest vollstandig zerstért wird. Die Bildung 
der l-Oxyphenylmilchsaure aus Oxvphenylbrenztraubensiiure, die 
sich wenigstens fiir 2 Kaninchen mit grofBer Wahrscheinlichkeit 
annehmen abt, ist nicht ohne Interesse, namentlich mit Riick- 
sicht auf Neubauers Beobachtung,?) dafi Phenylglyoxylsiure 
zum Teil in l-Mandelsiiure im Hundeorganismus tibergeht. Viel- 
leicht bedeutet diese Reduktion, die noch der Sicherstellung 
bedarf (besonders auch beim Hunde), im normalen TierkOrper 
nur einen Seitenweg des Abbaus der Ketonsiiure bezw. des 
Tyrosins, der in pathologischen Fiillen eine grofe Bedeutung 
erlangen kénnte. Das Verhalten der Oxyphenylbrenztrauben- 
saure und des Tyrosins in dem mit Phosphor vergifteten Tiere 
beabsichtigte ich spiter zu untersuchen. 


Im Hundeorganismus geht Phenylglyoxylsdéure zum Teil in 
|-Mandelsdure (Neubauer), Oxyphenylglyoxylsdure aber nicht 
in Oxymandelsdure iiber (Ellinger und Kotake). Phenyl- 
milchséure bewirkt beim Alkaptonuriker eine Vermehrung der 


') Hofmeisters Beitraige, Bd. VI, S. 150. 
- 
L ¢ 
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Homogentisinsiure im Harne, Oxyphenylmilchsaéure aber keine 
Vermehrung dieser Siure (Neubauer). Phenylmilchsaure wird 
im Tierkérper leicht zerstOrt (Knoop), wahrend Oxyphenyl- 
milchséure ihn unverdndert passiert (Kotake). Oxyphenylbrenz- 
traubensaéure wird im Kaninchenorganismus nur in minimaler 
Menge, sogar vielleicht nicht immer in l-Oxyphenylmilchséure 
iibergefiihrt (Kotake); ich habe auch einmal einem kleinen Hunde 
2 g Oxyphenylbrenztraubensiure subcutan eingespritzt und 
konnte dabei im Harne wenigstens keine deutliche Drehung 
beobachten. Eine etwaige Phenylmilchséurebildung aus Phenyl- 
brenztraubensiure im Tierorganismus werde ich in der nachsten 
Zeit untersuchen. Es ist mir interessant, daf8 das Vorhanden- 
sein der Hydroxylgruppe am Benzolkern einen so deutlichen 
Unterschied in bezug auf das Verhalten der Séuren im Tier- 


korper herbeifihrt. 





Einige Bemerkungen iiber die jodometrische Sauretitrierung 
und uber Kjeldahis Stickstoffbestimmungsmethode. 


Von 
R. Koefoed. 





(Mitteilung aus dem Carlsberg-Laboratorium.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5, Oktober 1910.) 


In seiner wertvollen Abhandlung: Die Alkalinitat des 
Meerwassers(!) empfiehlt Ernst Ruppin zu den Alkalinitiits- 
bestimmungen die von J. Kjeldahl(?) im Jahre 1883 aufs neue 
an den Tag gebrachte jodometrische Siuretitrierung und be- 
schreibt, nachdem er die Vorteile der Methode angegeben hat, 
das Prinzip und die Anwendung derselben. Seine Auseinander- 
setzungen scheinen aber nicht in allen Punkten ganz klar zu 
sein, und da dieselbe Unklarheit auch bei anderen Forschern 
— L. Fridericia(*) — angetroffen wird, scheint es von Inter- 
esse zu sein, verschiedenen Seiten dieser Frage naher zu treten. 

Ruppin stellt die Thiosulfatlbsung auf ™ 20-Kaliumjodat- 
losung ein, nach Zugabe von Kaliumjodid und iiberschiissiger 
Salzsdure. 

n/go-Kaliumjodatlésung ist nach Ruppin eine Lésung, welche, tiber- 
einstimmend mit dem Verlaufe der Reaktion, nach der Gleichung 

KJO, + 5KJ + 6HR — > 3J, + 6KR+3H,0..... (1) 
(R bedeutet ein monovalentes Séureradikal) in 11 ‘'/2o & ‘'/s Gramm- 
molekiil = 1,7835 g KJO, enthalt, tber Phosphorpentoxyd im Exsikkator 
oder durch mehrstiindiges Trocknen bei 250° entwassert. 

Ist in dieser Weise die Einstellung vorgenommen worden, 
kontrolliert Ruppin indirekt die Reinheit des Jodats: «man 
versetzt 50 ccm Wasser mit 2 g KJ, 20 ccm ®/20-KJO, und 
15 cem "J20-Salzsiure, deren Gehalt mit Soda oder Natrium- 
oxalat festgestellt ist, und titriert wieder mit Thiosulfat. Beide 
Werte miissen miteinander iibereinstimmen.» Diese Folgerung 











422 R. Koefoed, 


ist aber nicht richtig; die Reaktion nach Gleichung (1) liuft 
zwar vollstindig und sozusagen augenblicklich zu Ende, wenn 
iiberschiissige Saéure zugegen ist (das heift, bei der von Ruppin 
zur Einstellung der Thiosulfatlésung benutzten Methode); ist 
aber die Siuremenge geringer als die aus der Gleichung be- 
rechnete, wie es bei Anwendung der Reaktion in der jodo- 
metrischen Séduretitrierung immer der Fall ist, verléuft die 
Reaktion mit immer abnehmender Geschwindigkeit und erreicht 
iiberhaupt nicht die von der Gleichung angegebene Stufe, wo 
die ausgeschiedene Jodmenge mit der angewandten Séuremenge 
iiquivalent ist. Die eigentlichen Alkalinitaétsbestimmungen fiihrt 
Ruppin folgendermafben aus: In einen Erlenmeyer-Kolben 
aus Jenenserglas, auf den ein eingeschliffener Glasstopfen pabBt, 
gibt man 200 cem Meerwasser, dazu 15 cem "/20-Salzsaure, 
erhitzt zum Sieden und léft einige Minuten kochen zum Ver- 
treiben der Kohlensaéure. Dann kthlt man auf Zimmertemperatur 
ab und gibt 15 ccm ®/20-KJO,-Lésung und 10 ccm 10°/oiger 
KJ-Lésung dazu, setzt den Glasstopfen auf und laft 11/4 Stunde 
im dunkeln Schrank stehen, dann titriert man mit ®/s50-Thio- 
sulfat. zuriick. Den Verbrauch der Salzsiure an Thiosulfat 
hat man ein fiir allemal festgestellt. Die Differenz multipliziert 
mit den Titer der Thiosulfatlbsung gibt die Alkalinitét des 
Meerwassers in Kubikzentimetern ™/20-Saure an, man kann sie 
durch Multiplikation mit den entsprechenden Faktoren auf Kubik- 
zentimeter CO, oder sonstwie umrechnen. 

Zwei Alkalinitétsbestimmungen derselben Probe stimmen 
stets tiberein, die Differenz betriigt héchstens 0,15 ecm CO,,. 
Ruppin sehreibt aber: «Die Methode ist leider mit einer kleinen 
Unsicherheit behaftet, die zu vermeiden ich keinen Weg ge- 
funden habe. Wenn man den Verbrauch der "/20-HCl an Thio- 
sulfat bestimmt, so kommt man haufig zu anderen Werten, 
wenn man 50 ecem destilliertes Wasser zusetzt, als wenn man 
mit 200 ecem Wasser arbeitet. Die gréfite Abweichung, die ich 
gefunden habe, betrug 0,2 ccm ®/s0-Thiosulfat, im Durchschnitt 
0,1 ecem, und zwar findet man in der konzentrierten Losung 
den hdheren Wert. Diese Differenz halte ich fiir zu unbe- 
deutend, um deshalb die sonst so bequeme und _ praktische 
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Methode zu verwerfen. Vielleicht lassen sich die Griinde dafiir 
doch noch finden und sich die Unsicherheit damit vermeiden. » 

Kjeldahl hat schon 1888 nicht allein die Ursache dieses 
Fehlers, sondern auch den Weg, ihn zu vermeiden, angegeben. 
Als er 1883 die jodometrische Sauretitrierung bei seiner Stick- 
stoffbestimmungsmethode anwendete, war er sich noch nicht 
des ganzen Umfanges der erwihnten Verhiltnisse bewubt; diese 
ist spater, im Jahre 1897, von Gunnar JOrgensen(*) unter- 
sucht worden. 

Da die Methode aber an den meisten Stellen, wo sie ein- 
gefiihrt war, wegen einiger Unregelmabigkeiten wieder aufge- 
geben wurde, nahm Kjeldahl die Frage von neuem auf, und 
das Resultat seiner Arbeit fafte er in folgenden Worten zu- 
sammen, welche bisher nur in den Comptes rendus du Labo- 
ratoire de Carlsberg(°) publiziert sind und deshalb hier zitiert 
werden: 

«Die Reaktion nach (1) verlauft in zwei Phasen, die eine 
momentan, bis die reagierenden Molekeln die Entfernung er- 
reicht haben, welche ihrer gegenseitigen Anziehung eine Grenze 
setzt, die andere eine sehr langsam verlaufende, in welcher 
die noch nicht reagierenden Molekeln wihrend ihrer perma- 
nenten Wanderungen in der Lésung sich nach und nach gegen- 
seitig nahern und beeinflussen. 

Diese Auffassung des Phinomens wird dadurch bestiitigt, 
dafi es mOglich ist, die Dauer der zweiten Phase durch hef- 
tiges Schiitteln oder vielmehr durch Erwarmung bis 100° in 


verschlossener Flasche — das heifit das kraftigste molekulare 
Schiitteln — abzukiirzen. Bei Anwendung der Keaktion zur 


Titrierung kann man ruhig bei Beendigung der ersten Phase 
stehen bleiben; dieselbe ist ganz genau erkennbar, und dal 
kein Fehler durch die Unvollkommenheit der Reaktion eintritt, 
labt sich in folgender Weise konstatieren: Die Siéiuremenge, 
welche nicht sofort in die Reaktion eintritt, ist von der gegen- 
wartigen Wassermenge abhiingig und vergr6éfert sich mit der- 
selben, ist aber, den theoretischen Betrachtungen gem}, von 
der ursprtinglichen Sauremenge ganz unabhingig, was auch 
durch viele Versuche bestatigt ist. Wir setzen so den Fall, 
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daB bei einem Gesamtvolumen von 100 ccm 2 mg Sdure, bei 
200 cem vielleicht 3 mg Siaure tbrig bleiben — ob 2 oder 3 mg, 
ist aber von der urspriinglichen Sauremenge ganz unabhingig, 
seien es 100 oder nur 5 mg freie Siure. Bezeichnet a die 
angewandten Kubikzentimeter Saure, a, die nach unvollstin- 
diger Sittigung zuriickbleibenden Kubikzentimeter freie Siure, 
a und a, die in a resp. a, enthaltenen Kubikzentimeter Normal- 
siiure, B und B, die von diesen Sduremengen bei dem benutzten 
Verdiinnungsgrad ausgeschiedenen Jodmengen, ausgedriickt in 
Kubikzentimetern normaler Jodlésung, und endlich b und b, die 
zum ‘Titrieren derselben verbrauchten Kubikzentimeter Thio- 
sulfatlbsung, so muf der Minderverbrauch des Thiosulfats gleich 
der Anzahl Kubikzentimeter gesittigter Normalsaure sein, also: 
b—b,=a—da,... (2). 

Da die Reaktion nicht vollstandig ist und die ausgeschie- 
dene Jodmenge der Saéuremenge nicht 4quivalent ist, hat man 
a=f6+k... (3), wo k konstant ist bei derselben Ver- 
diinnung. 

Wiihrend die Titrierung der teilweise gesattigten Siiure 
nimmt dieselbe Siéiuremenge an der Reaktion nicht teil, das 
= f, -+ k (dieselbe Konstante) .. . (4). 

Weiter hat man “1 = “t | (5) und —_— . (6), 
0 a B b 

d. h.: Die in verschiedenen Raumteilen Siure und Thiosulfat- 

ldsung gegenwiirtigen Raumteile Normalséure und Normalthio- 

sulfatl6sung (= Vol. Normaljodlésung) sind mit jenen Volumina 

proportional. Diese Gleichungen geben: 


Bib, _ =! (b —b,) oder B =b, 


b —-b,=a—a, = p—B, = p+ - 


d. h.: Die Thiosulfatldsung mu8B mit einer normalen 
Jodlésung tibereinstimmen. 

Hat man die Thiosulfatldsung auf eine Normalsdaure ein- 
gestellt — ein Verfahren, welches bei der Verwendung der 
Methode zum Siiuretitrieren natiirlich erscheint und wohl auch 
gewohnlich angewendet wird!) (also b = a) — dann bekommt 


heibt: a, 


') Noch im Jahre 1910, siehe z. B. L. S. Fridericia (R. K.). 
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man b = 8B + k; die Gleichung b—b, = a—a, wird dann nur 
fiir k = 0, folglich nur bei starken Normallésungen, richtig sein. 
Aus den Gleichungen (6), (4), (5) und (3) geht hervor: 


a | Jk a yk - 
bh, == 3 - +b g : b sg) Ny NR 


wieder folgende Gleichung gibt: b, = a, — 5 (a —a,), also: 


wenn eine bestimmte Anzahl Kubikzentimeter Saiure und Thio- 
sulfat miteinander tibereinstimmen, wird dieses bei anderen 
Volumina nicht der Fall sein; die Abweichung wird den Gréfen 
a—a, und k proportional sein, oder mit anderen Worten, sie 
wiichst mit der Grobe des Unterschieds zwischen den verwen- 
deten Volumina und mit steigender Verdiinnung der Lésungen. 
Verwendet man eine Siiure zum Einstellen des Thiosulfats,!) 


so muf man immer mit demselben Volumen Siure arbeiten. 
Die Gleichung a—a, = p—f, gibt mit den Gleichungen (5) und (6) 
B 
_ (a—a,) = b 
l6sung normal ist) und a = a (d. h. wenn zugleich die Siure normal ist): 
a—a, = b—b, oder in Worten: Der Unterschied zwischen der Anzahl 
der in zwei Versuchen verwendeten Kubikzentimeter Saéure wird gleich 
dem Unterschied zwischen den verwendeten Kubikzentimetern Thio- 
sulfat sein. 

Man findet dann: a—b = a,—b, = k. Fiir eine Saure, welche 
stirker als normal ist, wird die Differenz der verwendeten Kubikzenti- 
meter Thiosulfat gréfer als die Differenz der verwendeten Kubikzentimeter 
Saure sein; fiir Siure, die schwicher als normal ist, ist das Gegenteil der 
Fall. Diese Mafregel bietet ein vorziigliches Mittel, um zu definieren, ob 
eine Saure normal ist oder nicht.» 

Auf Grund dieser Betrachtungen wurde von Kjeldahl 
die Methodik der jodometrischen Siiuretitrierung ausgearbeitet, 
welche noch immer im Carlsberg-Laboratorium bei den zahl- 
reichen Stickstoffbestimmungen verwendet wird, und deren Prinzip 
gewif tberall angewendet werden sollte, wo die jodometrische 
Sduretitrierung benutzt wird. 

Das Titrieren wird immer in demselben Fliissigkeits- 
volumen (hier 100 ccm) vorgenommen, und zwar so, dafs man 
bei Ammoniakdestillation so viel in die in einem Erlenmeyer- 


(b—b,), welche fiir B = b (d. h. wenn die Thiosulfat- 





*) Was bei ganz vorliufigen Einstellungen bequem sein kann (R. K.). 
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Kolben vorgelegte Saéure (hier 15 cem ca. "/7-H,SO,) tiber- 
destilliert, dab die totale Flussigkeitsmenge 100 ccm betriigt: 
wird Destillation nicht vorgenommen, so wird mit ausgekochtem, 
destilliertem Wasser bis 100 ccm aufgefiillt. Man gibt dann 
10 ccm 5°/oiger Kaliumjodidlésung, 2 ccm 2°/oiger Stiirkelésung 
(mit NaCl gesittigt) und endlich 2 ccm 4°/oiger Kaliumjodat- 
losung, und beendet das Titrieren immer binnen derselben 
Zeit. Zweckmibig verwendet man, um die genaue Zeit zu 
bestimmen, ein Minutenglas ftir zwei Minuten, welches gleich- 
zeitig mit dem Kaliumjodatzusatz in Betrieb gesetzt wird; im 
Anfang kann die Thiosulfatldsung ziemlich schnell in den Kolben 
laufen, wenn man durch Schiitteln fiir gute Mischung sorgt; 
wenn die Farbe der Losung aber rein dunkelblau geworden ist, 
lift man die Zusetzung nur tropfenweise geschehen:; man kann 
dann leicht dafiir sorgen, daf der letzte Tropfen oder Halb- 
tropfen gerade in dem Augenblick, wo das Minutenglas aus- 
rinnt, zugesetzt wird. 

Wihrend es unnotig ist, die genaue Starke der verwen- 
deten ca. "/7 Siiture zu kennen, muf} die Stiirke der Thiosul- 
fatlbsung mit modglichst grober Genauigkeit bestimmt werden. 
Das Einstellen des Thiosulfats kann in verschiedener 
Weise geschehen, aber entscheidend fiir die Wahl des Stoffes, 
gegen welchen die Einstellung geschieht, muB die Riicksicht 
sein, dafB der Stoff leicht in reinem Zustande, von konstanter 
Zusammensetzung darzustellen ist. 

Die Einstellung gegen freies Jod ist zwar vorziiglich 
und scharf, die Darstellung des Jods in reinem Zustande aber 
schwer und die Kontrollierung des Reinheitsgrades sowie die 
Abwiigung des Jods keineswegs leicht auszufiihren. Die Ab- 
wigung des Jods als Kaliumjodat oder Kaliumbijodat 
und Einstellung des Thiosulfats gegen die mit Kaliumjodid und 
iiberschiissiger Siiure quantitativ ausgeschiedene Jodmenge bietet 
zwar mehrere Vorteile, diese Verbindungen sind aber in ver- 
schiedenen bei weitem nicht reinen Marken im Handel,(*®) und 
die Reindarstellung, besonders die Konstatierung des Reinheits- 
grades ist schwierig auszufiihren. — Als eine rationelle Me- 
thode zur Einstellung empfiehlt Kjeldahl die Verwendung des 
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im Jahre 1882 von O. Knublauch(‘) zur Einstellung der 
Normalsduren in Vorschlag gebrachten Ammoniumsulfats. 
Verwendet man, wie im hiesigen Laboratorium, bei Stick- 
stoffbestimmungen die Thiosulfatlbsung einer solchen Starke 
normal 

(a 
lation von 50 cem einer Ammoniumsulfatldsung, welche 1 g 
(H,N),SO, in 4/21 enthalt, gewonnene Ammoniakmenge in einer 
gegebenen Sduremenge einen Minderverbrauch von 21,20 cem 
Thiosulfat ergeben. Enthilt die Ammoniumsulfatl6sung a Gramm 
(H,N),SO, in '/2 1 und ist der Minderverbrauch bei Destillation 
von 50 ecm dieser Losung b Kubikzentimeter Thiosulfatlésung, 
21.20 “a normal 


ist folglich diese en 





), daf 1 ccm 1 mg N entspricht, so mu die bei Destil- 


\ 


Es macht manechmal 


Schwierigkeiten, das Salz wasserfrei herzustellen; durch Trock- 
nen, in fein zerriebenem Zustande, bei 1009 nach Knublauch 
oder bei 60—100° im Vakuum gibt aber das Salz alles Wasser 
ab; bisweilen farbt sich das Salz gelblich beim Trocknen, was 
aber keine Bedeutung zu haben scheint. Verwendet man fiir 
die Destillation die von Kjeldahl angegebenen Apparate,(*) ist 
die Methode sehr verwendbar. 

Mit groBem Vorteil benutzt man die von S. P. L. Séren- 
sen(®) angewendete Urtitersubstanz Natriumoxalat. Eine 
abgewogene Menge dieses im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trockneten Salzes wird nach Sérensen itiber einer Spritflamme 
dekomponiert, in eine bestimmte Séiuremenge aufgelist und die 
Kohlenséure durch Kochen verjagt. Der Minderverbrauch an 
Thiosulfat, welchen das in dieser Weise teilweise gesattigte 
Volumen Saure gegen den Thiosulfatverbrauch derselben Siiure- 
menge zeigt, gibt die Titer der Thiosulfatlbsung. Verwendet 
man a Gramm Na,C,O, und findet man den Minderverbrauch 
b Kubikzentimeter Thiosulfatlésung, so ist diese 

100 * 28,02 “a normal 
134,00 x b 14,01 

Endlich kann man nach Lunge(!°) wasserfreies Natrium- 
carbonat verwenden: eine abgewogene Menge nach Lunge 
abgewdssertes Salz wird zur teilweisen Siittigung einer be- 
stimmten Saéuremenge benutzt; wenn man a Gramm Na,CO, 


28* 
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verwendet und der Minderverbrauch an Thiosulfat b Kubik- 


zentimeter betrigt, so wird die Thiosulfatldsung 
100 * 28,02 * a normal 
~ 106,00 xb 14,01 
sein. — Aus einer Reihe von Versuchen tber die Einstellung 


einer Thiosulfatlbsung modgen folgende Versuche angefiihrt 
werden: 

a) Einstellung gegen freies Jod. Reines, resublimiertes Jod 
(Handelsware), getrocknet iiber CaCl,, wurde bei gelinder Warme mit 
‘/s fein gepulvertem, getrocknetem Kaliumjodid sublimiert. Nach Auf- 
bewahrung tiber CaCl, wurde 0,5099 g J mit 3,5 g KJ in Wasser zu 
250 ccm aufgelést; von dieser Lésung verbrauchten 

25 ccm 5,70 cem Thiosulfat 


11,45 >» > 
50 ee 
_ ee > > 
100 >» 2285 » : 


d. h. 0,5099 g Jod, aquivalent mit 56,286 ccm "/14,01-Thiosulfat verbrauchten 
57,15 ccm der vorliegenden Lésung, und diese ist also 0,9849 1/1401. 

Nach weiterer 24stiindiger Aufbewahrung tiber CaCl, verbrauchten 
0,1009 g des Jods, mit 1 g KJ bis 90 ccm im Titrierkolben aufgelist, 
11,30 ccm Thiosulfat, d. h. die Lésung ist 0,9856 & 1/1401. 

b) Einstellung gegen Kaliumjodat (Kahlbaum). 1,7926 ¢g 
KJO,, getrocknet im Vakuum tiber Schwefelsdure, wurde in ausgekochtem 
Wasser bis 2 | aufgelést. 100 ccm dieser Lésung entsprechen 35,20 ccm 
n/i401 Thiosulfat; 25 ccm und 50 ccm, mit 65 resp. 40 ccm ausgekochtem 
destilliertem Wasser verdiinnt, verbrauchten nach Zusatz von 10 ccm 
5°/oiger Kaliumjodidlésung und 2 ccm 338°/oiger Salzséure bei Titrierung 
bis zu schwach gelber Farbe und dann nach Zusatz von 2 ccm 2°/viger 
Stairkelésung bis zur Farblosigkeit bezw. 8,93 — 8,92 — 17,85 — 17,85 ccm 
Thiosulfatlésung, und diese ist folglich 0,9861  /14,01. 

c) Einstellung gegen Kaliumbijodat (Kahlbaum). 0,8617 g 
im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknetes Salz wurde in ausgekochtem 
Wasser bis 1 | aufgeliést. 100 ccm dieser Lésung entsprechen 37,15 ccm 
n/i4o1 Thiosulfat. Bei Titrierung, wie bei b angegeben, verbrauchten 25 
und 50 ccm resp. 9,45 — 9,42 — 18,87 — 18,85 ccm Thiosulfatlésung, 
und diese ist 0,9847 & /14,01. 

d) Einstellung gegen Ammoniumsulfat. 2,5227 g des wasser- 
freien Salzes, gereinigt durch mehrfahe Umkrystallisierungen der reinen 
Handelsware, verloren beim Trocknen im Vakuum itber Schwefelsdure 
0,0002 g. — 1,0250 g so getrocknetes Salz, 0,21733 g N enthaltend, wurden 
in ausgekochtem Wasser bis ‘/s | aufgelist, und 50 ccm dieser Lésung 
wurden in Kjeldahls Apparat mit 160 ccm ausgekochtem Wasser und 
45 ccm 33°/oigem Natron destilliert. In der Vorlage befanden sich 15 ccm 
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(Schwefelsdure],!) und so viel wurde abdestilliert, da’ das Gesamtvolumen 
100 ccm betrug; der Thiosulfatverbrauch der Séure wurde in Parallel- 
versuchen bei Destillation von 210 ccm ausgekochtem Wasser mit 45 ccm 
Natron festgesetzt. 15 ccm [Séure] verbrauchten 30,25 — 30,28 ccm und 
nach Ammoniakdestillation 8,35 — 8,35 ccm Thiosulfat. Der Minder- 
verbrauch ist folglich 21,915 ccm Thiosulfatlisung und diese ist 0,9917 
< n/i401. — Der Rest des getrockneten Salzes wurde im Vakuum bei 
60° getrocknet; 1,4880 g verloren 0,00045 g Wasser; 1,0264 g wurden 
wie oben behandelt. 15 ccm [Schwefelsaure] verbrauchten 30,25 — 30,28 
und nach Ammoniakdestillation 8,23 — 8,25 ccm Thiosulfat. Der Minder- 
verbrauch ist demnach 22,025 ccm Thiosulfatlésung, und diese ist 0,9881 
< 1/14,01. 2,1285 g «wasserfreies» Salz verloren beim Trocknen im Vakuum 
bei 100° 0,0008 g. 1,0074 g wurden wie frither behandelt. 15 ccm 
[Schwefelséure] verbrauchten 30,25 — 30,30 und nach Ammoniakdestilla- 
tion 8,65 — 8,65 ccm Thiosulfat. Der Minderverbrauch ist 21,625 ccm 
Thiosulfatlésung, und diese ist folglich 0,9877 & 1/1401. 

e) Einstellung gegen Natriumoxalat. Das Salz verlor nichts 
beim 72stindigen Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure. 0,8058 g 
wurden nach S. P. L. Sirensen dekomponiert, in 100 ccm [Schwefel- 
siure] gelist und die Liésung nach Wegkochen der Kohlensiéure bis 
250 ccm mit ausgekochtem Wasser aufgefiillt. Weiter wurden 100 ccm 
[Schwefelséure] mit ausgekochtem Wasser bis 250 ccm aufgefiillt und 
von beiden Lisungen wurden abgemessene Raumteile nach Verdiinnung 
bis 100 cem wie gewodhnlich mit Thiosulfat titriert. 25 ccm und 50 ccm 
Siurelésung verbrauchten resp. 20,18 — 20,18 und 40,35 ccm, 25 ccm 
und 50 ccm «Oxalatlisung» dagegen resp. 3,10 — 3,08 und 6,18 ccm Thio- 
sulfatlésung, und diese ist folglich 0,9861 >< /14,01. 

f) Einstellung gegen Natriumcarbonat. Das Salz wurde 
nach Lunge (I. c.) getrocknet und 0,7016 g, wie oben angegeben, in 
100 ccm [Schwefelsaiure] gelést. 25 ccm und 50 ccm Sdurelésung ver- 
brauchten resp. 20,16 — 20,20 und 40,38 ccm Thiosulfatldsung, 25 und 
50 ccm «Carbonatlisung» dagegen resp. 1,35 — 1,38 und 2,75 — 2,75 ccm 
Thiosulfatlésung. Der Titer der Thiosulfatlisung ist folglich 0,9857  "/14,01. 

Bei Verwendung der jodometrischen Siuretitrieruug bei 
Kjeldahls Stickstoffbestimmungsmethode hat man in Vorschlag 


gebracht, die Thiosulfatldsung gegen eine leicht darstellbare, 





1) Diese Schreibweise bezeichnet eine ca. /7-Schwefelséure; bei 
Einstellung gegen /s-NaQH wurde die Normalitat der Saure gleich 
1,0038 4/7 gefunden. Alle Abmessungen der Séure wurden mit der- 
selben 15 ccm-Pipette vorgenommen; diese war aber mit einem Fehler 
von solcher Gréfie behaftet, dafs’ 15 ccm [Schwefelsdure] gleich 15,067 ccm 
n/7-H,SO, ist. Bei allen anderen Abmessungen wurden Normalkolben 


und Normalpipetten benutzt. 
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organische Verbindung mit definiertem N-Gehalt einzustellen, 
mit der Begriindung, daf die Wirkungen der eventuellen me- 
thodischen Fehler eliminiert werden, wenn die Einstellung unter 
denselben Bedingungen wie die Stickstoffbestimmungen ausge- 
fiihrt werden. Diese Voraussetzung ist natirlich nur dann richtig, 
wenn der zur Analyse vorliegende Stoff bei N-Bestimmung nach 
Kjeldahl sich ganz genau wie der bei der Einstellung ver- 
wendete Stoff verhiilt; jedoch habe ich mehrere Versuche tiber 
die Einstellung derselben Thiosulfatlbsung, welche oben be- 
sprochen ist, gegen Gly cin (C,H;NO, =75,05 mit 18,67 9/0 N ber.) 
und Hippurséure (C,H,NO,=179,082 mit 7,823°/o N_ ber.) 
vorgenommen. 

Das Glycin (von Kahlbaum) war teils — in Versuch 
Nr. 1—6 — ein 4lteres Praparat (I), einmal aus Wasser um- 
krystallisiert und im Vakuum itiber Schwefelsaure getrocknet, 
teils ein neues (II). Beim Umkrystallisieren von II aus Wasser 
wurde beobachtet, daBb die Mutterlauge der erst ausgeschiedenen 
Krystallen durch Eindampfen bei gelinder Warme Krystalle, 
nach Ammoniak stark riechend, ausschied. Das verwendete 
Glycin war fiir die Versuche 7—9 einmal, fiir 10—11 und 18 
bis 19 zweimal, fiir 14-15 und 20—21 dreimal umkrystallisiert, 
wiihrend das fiir die Versuche 12—13 verwendete durch Fil- 
lung der Mutterlauge der zweiten Krystallisation mit Alkohol 
dargestellt wurde und fiir die Versuche 16—17 in derselben 
Weise durch Fiillung der Mutterlauge der dritten Krystallisation. 
Alle Priiparate wurden im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet. 

Die Hippursiure (von Kahlbaum) wurde 3mal aus Wasser 
umkrystallisiert und im Vakuum tiber Schwefelsaéure entwissert 
(Vers. 22 —24) und weiter (Vers. 25—-33) im Vakuum bei 72 
bis 74° auf konstantes Gewicht getrocknet. 

Die Versuche wurden wie gewohnliche Stickstoffbestim- 
mungen teils nach Kjeldahl(§) teils nach Kjeldahl-Gun- 
ning,(!') durchgefiihrt. Bei den Bestimmungen nach Kjeldahl 
wurde der Stoff mit 10 cem konzentrierter Schwefelsiure und 
0,25 g CuO 3—5 Stunden erwarmt, die Flissigkeit mit fein 
gepulvertem KMnO, oxydiert, mit Wasser verdiinnt und in den 
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von Kjeldahl angegebenen Kupferkolben mit ca. 200 cem 
Wasser gebracht. Mit 50 cem ca. 33 °/oigem Natron wurde 
soviel abdestilliert, dafi sich in der Vorlage 100 cem sammelten. 
Bei Bestimmungen nach Kjeldahl-Gunning wurde der Stolff 
1/2 Stunde mit 20 ccm Schwefelsdure, 5 g K,SO, und 0,5 g 
CuO erwarmt; dann wurde noch 15 g K,SO, zugesetzt, und 
die Dekomposition ohne Oxydation mit Kaliumpermanganat voll- 
zogen; die Destillation wurde wie oben durchgefiihrt, nur mit 
Verwendung von 70 ccm Natron. In allen Versuchen wurden 
15 ccm |Schwefelsdure] vorgelegt und der entsprechende Ver- 
brauch der Thiosulfatl6sung in jeder Versuchsreihe durch blinde 
Versuche festgestellt, indem 0,3 g N-freies Filtrierpapier wie 
oben angegeben und in derselben Zeit nach Kjeldahl oder 
Kjeldahl-Gunning behandelt wurde. 

Auf Grund der unten zitierten Versuche wurde die Nor- 
malitét der Thiosulfatlosung berechnet und gleich T >< ™ 1401 ge- 
setzt; T, d. h. das Verhiiltnis zwischen der Stickstoffmenge 
in Milligramm und dem Minderverbrauch der Thiosulfatlosung 
in Kubikzentimetern wurde fiir die Versuche mit Glycin aus 


14,01 a ‘cn die a — a 
T= — X und fiir die Versuche mit Hippursadure aus 
75,09 b 
: 14,01 a i 
r= — < ——,woadie abgewogene Glycin- resp. Hippur- 


179,082 “ b 
siuremengen und b den Minderverbrauch der Thiosulfatlsung 
bezeichnet, berechnet. 








bo 


R. 


Koefoed, 


Tabelle I. — Glycin. 












































Kontroll- Min- 

Nr. | Destim- vo. | der- 
Dauet mungen Ange ner Mittel- 
= Behandelt wr ees ; 28 

de: Sei l det “Mittel- wandtes 7 wert 

Ver. , Erwir-] An-|, Y°'-,} Glycin | an - von 

nach brauch ; Thio- 
om mung Jan) ..an in g T 
sucnes Zan Thio- sulfat 
Stund. | sulfat a = b = 
|. Kjeldahl} 3 | 3 30,22 | 0,1017 [18,98 | 1,0050 
2 - > | 0,1281 | 23,92 |.0,9997 
Kinmal 
3 sat, | 0,1400 | 26,02 | 1,0044 eanons 
SUUD0E 
4 | crvstalli- . 5 | 3 30,22 | 0.1017 | 18,92 | 1,0034 
5 sier' > | 0,1208 | 22,50 | 1,0023 
6 | 0,1357 | 25,17 | 1,0064 | 
| | 
7 II. ‘ 3 80,23 | 0.1417 | 26,40 71,0020 
Einmal | 
8 um- 0,1011 | 18,90 | 0,9986 7 0,99893 
krystalli- 
q siert > 0,1142 | 21,40 | 0,9962 | 

I i ciieaal § | 30,22 | 0,1240 | 23,24 | 0,9960 

11. J umkryst. 0,1072 | 20,09 | 0,9961 

12 ‘Fosconagel > 0.1445 | 27,07 |0,9965 

lauge mit 
Alkohol 
13 cofallt 0,1093 | 20,47 | 0,9968 
| 0,99545 

14 ) Dreimal 0,1062 | 19,92 | 0,9952 

{5 f Umkryst. : 0,1264 | 23,72 10,9948 

16 | Mutter- . 0,1157 | 21,72 | 0,9944 

lauge mit 

Alkohol on haan 
17 | sefallt ‘ 0,1159 | 21,77 | 0,9938) 

| 
18 | Zweimal |Kjeldahl-| 6/2 | 2 | 30,225] 0,1385 | 25,625] 1,0089 
19 j umkryst. Gunning 0,1000 | 18,525] 1,0077 

| 1,00405 
20 | Dreimal > 0,1500 | 28,025} 0,9992 
gy jumkryst.) , 0,1033 | 19,275] 1,0004 
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Tabelle II. — Hippursdure. 
EE _______t 























Kontroll- | Ange- | Minder- 
Nr. Dauer jbestimmungen wandte| ver- Mittel- 
des |Behandelt} der /Mittel- Hippur- brauch ‘ wert 
rr | Ver an _ 
Ver- nach erwilt brauch} siure von 
Anzahl Thio- 
mung / an as T 
suches | Thio- | 72 & | sulfat 
Stund. 'sulfat} a = | b = 
22 |Kjeldahl] 5 2 | 30,225] 0,2547 | 20,025 | 0,99506 
23 > : | 0,3023 | 23,725 | 0,99685 
24 > ; | 0,2300 | 18,075 | 0.99550 | 
, ’ = thee ~~ 9.99630 
2d > 51] 2 | 80,225] 0,3381 | 26,525 | 0,99722 
26 > ‘ | 0,2209 | 17,325 | 0,99750 
27 > ' | 0,2695 | 21,165 | 0,99616 
! 
28 |Kjeldahl-| 5'/s 2 | 30,225] 0,3375 | 26,325 | 1,00298 
og fFunning | 0.2984] 23,295 | 1,00515 
30 0,2107 | 16,445 | 1,00233 
| | ; - 1,00286 
31 > 6'/2 2 | 80,22 10,3276] 25,60 | 1,00113 
32 > ‘ 0,2888 | 22,52 | 1,00328 
33 0.1932] 15.08 | 1,00230 
l 








Die oben angegebenen Bestimmungen der Normalitit der 


Thiosulfatl6sung haben fiir T im Ausdrucke T < 


Werte gegeben bei Einstellung gegen: 


m) Feotes Gods 6 ct tte te ee 0,9853 
b) Beledat «. te he we 0,9861 
c) Melaedat 2 tt tt ee 0,9847 
d) Ammoniumsulfat. ......... 0,9877 
e) Natriumoxalat ..... sc -se-+e-ee-e 0,9861 
f) Natriumearbonat.......-+.-6. 0,9857 | 


1,00353 
0,99893 
0,99545 
nach Kjeldahl-Gunning 


g) Glycin — nach Kjeldahl \ 


h) Hippurséure — nach Kjeldahl. . 





0,9993 


1,00405 
» 0,9963 


nach Kjeldahl-Gunning 1,00286 


n| 14.01 folgende 


0,98593 im Mittel 
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Aus dieser Ubersicht geht hervor: 1. Da die Einstellung 
gegen Glycin und Hippursaéure durchschnittlich einen wesentlich 
(1,5°/o) hdheren Wert von T als die Einstellung gegen die 
sub a—f genannten Stoffe, darunter die Urtitersubstanzen sub 
e und f, gibt; 2. daf die Variation von T bei Einstellung gegen 
verschiedene Praparate von Glycin nicht unwesentlich (0,82 °/0) 
ist und endlich, daB der Wert von T hoher ausfallt, wenn man 
nach Gunnings Modifikation von K jeldahls Methode arbeitet, 
als wenn die Bestimmung, wie von Kjeldahl urspriinglich an- 
gegeben, ausgefiihrt wird. Die Variation von T bei Einstellung 
gegen verschiedene Glycinpraparate zeigt die Schwierigkeiten 
der Darstellung der reinen Verbindung von konstanter Zu- 
sammensetzung und macht das Fehlen der Mittel zur Konsta- 
tierung der Reinheit empfindlich. Die Versuche zeigen, dah 
die Einstellung der Thiosulfatlosung gegen eine der Urtiter- 
substanzen auch bei der Anwendung der jodometrischen Séure- 
litrierung bei Kjeldahls Stickstoffbestimmungsmethode durch- 
aus vorzuziehen ist vor der Einstellung gegen eine der hier 
erwihnten organischen Verbindungen, aber auch, dafi die Ab- 
stimmung gegen Ammoniumsulfat gut verwendbar ist. Die 
Versuche zeigen aber auch, dai die Kjeldahl-Methode sowohl 
in seiner urspriinglichen Form als auch speziell in Gunnings 
Modifikation mit einem Fehler behaftet ist, soda die Stickstoff- 
werte — was iibrigens wohl bekannt ist — ein wenig zu 
niedrig ausfallen. Eine Vergleichung der nach Kjeldahl und 
nach Kjeldahl-Gunning bei den hier besprochenen Verbin- 
dungen gewonnenen Resultate lift vermuten, daB bei der De- 
komposition mit Séure ein Verlust von Stickstoff bei Verdampfung 
oder bei Zersetzung des Ammoniumsulfats entsteht, und die 
unten zitierten Versuche (Tabellen III—IV) bestatigen diese 
Annahme. In diesen Versuchen wurde eine abgewogene Menge 
bei 100° im Vakuum getrocknetes Ammoniumsulfat in ausge- 
kochtem Wasser bis 11 gelést, die LOsung wurde mit 50 ccm 
in jeden Kjeldahl-Kolben einer ganzen Reihe verteilt und im 
Trockenschrank bei gelinder Warme eingetrocknet. Die nach 
Kjeldahl behandelten Kolben wurden mit 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure und 0,25 g CuO, die nach Kjeldahl-Gunning 
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mit 20 ccm konzentrierter H,SO, + 20 g K,SO, -+- 0,5 g CuO 
versetzt und wie gewohnlich erwiirmt; die Erwiirmungsdauer 
variierte von O—24 Stunden, und nach beendeter Erhitzung 
wurde mit 45 resp. 70 ccm Natron destilliert; 15 ccm [Schwefel- 
siiure] wurden vorgelegt. Eine Thiosulfatlisung neuer Darstellung 
wurde benutzt; die Einstellung dieser Loésung wurde gegen 
Natriumoxalat ausgefiihrt; 0,7127 g Oxalat wurde auf die 
Seite 429 beschriebene Weise behandelt; 50 ccm «OxalatlOsung » 
zeigten einen Minderverbrauch von 30,20 ccm Thiosulfatlosung, 
und diese ist also 0,98696 * "/1401. 


Tabelle III. 


2.2135 g Am,SO, bis 1 1 gelést; 50 cem pro Versuch. 
15 ccm |Schwefelséure] verbrauchten: 

















in 6 Versuchen nach Kjeldahl 30,415 ccm Thiosulfat 
» 4 > » Kjeldahl-Gunning 30,40 » 
a 
Nr. des | Behandelt | Dauer der | sindorverbrauch | 
Erwirmung T= 
Versuches nach —— an Thiosulfat 

34 | Kjeldahl 0 | 23,755 0.98773 
35 > | | 23,735 0,98855 
36 . | | 23.755 0.98773 
37 - 4 | 23,735 0,98855 
38 | Kjeldahl-| | | 23,70 0.9900 
gg «=| Penning 23,75 0,98795 
4 | > | 23.75 0,98795 
A > | 3 23,40 / 1.00270 
42 > | 23.60 0.99422 
43 » | 23,55 | 0,99633 
44 . | 6 23,60 | 099422 
45 : | | 23,35 | 100485 
46 » | ; | 23,45 — — 1,00058 
47 | ‘ | of | 22.70 1.03363 
48 : | | 22,20) -— 1,05693 
49 : | 22.25 | 105453 
50 Kjeldahl | 23,615 | 0,99358 








51 > | | 23 615 0.99358 
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Tabelle IV. 


2.1196 g Am,SO, bis 1 1 gelést; 50 ccm pro Versuch. 
15 ccm [Schwefelséure] verbrauchten: 


in 3 Versuchen nach Kjeldahl 30,42 ccm Thiosulfat 
» 8 > » Kjeldahl-Gunning 30,40 » > 
p ———————————————————————————————————————EEs 








| 
| Minderverbrauch 


Nr. des | Behandelt 
oar Erwarmung | T= 


| | Dauer der 
i | 
} 


























ieaieaatial nach fe | an Thiosulfat 
52 Kjeldahl | 0 | 22.72 | 0,98908 
638i 22.73 | 0,98860 
54 | 22.72 0.98903 
55 | 22,72 0,98903 
56 | 22.67 0,99122 
57 ; | 6 22.72 0,98903 
58 | . | 22.67 0,99122 
59 ' 22.64 0,99253 
60°) | 22.72 0,98903 
61!) | ‘ 22.74 0,98818 
621) | 22.67 0,99122 
63 : 24 22 62 0,99342 
64 22.67 0,99122 
65?) | 22,62 | 0,99342 
662) | : | 22 60 | 0,99428 
67 | Kjeldahl- 21,57 1,04178 
68 Gunning | 22,20 1,01220 
69%) | > | 22:30 1,00768 
70%) | ; | 22.10 1,01678 


Diese Versuche zeigen, daB der numerische Wert von T 
sich vergr6Bert, d. h. daf die wiedergefundene Stickstoffmenge 
abnimmt mit der Dauer der Erwarmung und — wie es 
aus einer Vergleichung der Versuche nach Kjeldahl und nach 
Kjeldahl-Gunning hervorgeht — mit der Dekompositions- 


') Dekomponiert nach Zugabe von 0,3 g N-freiem Filtrierpapier ; 
oxydiert mit KMnQ,. 
*) Kolben von 200 ccm Rauminhalt. 
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temperatur (die grobe Menge KHSQ, in den Versuchen nach 
Kjeldahl-Gunning bedingt nimlich eine Steigerung der Tem- 
peratur), da die Oxydation mit Kaliumpermanganat dagegen 
nicht — wie von anderen Seiten behauptet — die Versuchs- 
resultate beeinflu{t. Dasselbe geht aus den folgenden Ver- 
suchen (Tabelle V—VI) mit Hippurséure, im Vakuum bei 
62—65° getrocknet, hervor; bei den Versuchen wurde dieselbe 
Thiosulfatlbsung wie in Versuchen Nr. 34—70 verwendet, die 
ca. "/;-Schwefelsiure wurde aber aufs neue dargestellt; die 
niiheren Versuchsbedingungen sind bei jedem Versuche an- 


gegeben. 


Tabelle V. 


Versuche mit Hippursadure. — Dauer der Erwarmung 6 Stunden. 
15 ccm {Schwefelsiéure] verbrauchten: 


ohne Oxydation 29,90 cem Thiosulfat 
nach Kjeldahl mit : 29.90 > . 


>» Kjeldahl-Gunning 29,82 » > 
id 

















= : Bchandelt serum verb Ta | ae be 
Ver- | nach | Hippur- | | mungs- | Kolben- 
suches | | séure ‘Thiosulfat! | grad halses 
71) | Kjeldahl | 0,2231 | 17,50 | 0,99735 | | eng 
72') > 0.2557 | 20,10 0,99523 | schwach | weit 
73) ‘ 02045 16,05 | 0,99678 | — 
74 > 0,2321 | 18,20 | 0,99770 | _ eng 
75 > 0,2225 | 17,45 | 0,99752 | weit 
76 > 0,1801 | 14,10 | 0,99646 | > 
77 | Kjeldahl- | 0,2936 | 23,17 | 0,99133 | schwach| > 
78 | Gunning | o2004 | 15,57 | 1,00693! stark | eng 
79 > 0,2031 | 15,92 | 0,99808 | : 
80%) > 02133 | 16,72 | 0,99803 | =— 
81 2) . 0,1993 | 15,62 | 0,99820 _ 
823) ‘ 02395 | 1832 | 1,02275| stark | — 





1) Ohne Oxydation mit KMnQ,. 
*} Kolben von 200 ccm Rauminhalt. 
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Tabelle VI. 


Versuche mitHippursaure. — Dauer der Erwarmung 24Stunden. 


15 cem [Schwefelséure] verbrauchten: 


nach Kjeld 


ahl { ohne Oxydation 29,90 ccm Thiosulfat 














| mit 29,90 > 
Kjeldahl-Gunning 29,85 > 
Nr. des Behandelt Angewandte | Minder- | Erwar- 
; | verbrauch i= mungs- 
Versuches nach Hippursaure ‘an Thiosulfat wed 
83!) | Kjeldahl 0.2015 | 15,80 0,99773 | 
84) > | 01620 | 12,55 1,00988 | stark 
85!) : | 01996 =| 15,67 | 0,99650 
86 | 02156 | 16,97 0,99394 | schwach 
87 ;' | 01857 | 14,53 =| 0,99984 | 
88 : | 09,1360 | — 10,60 1,00374 | stark 
g9 Kjeldahl- | 0,20389 15,35 1,03920 
a) Gunning | 01369 | 10,40 1,06040 | stark 
a1 » | 0,787, | 13,60 | 1,02795 | 
922) > 02365 | 18,50 1,00012 | schwach 
932) > | 01405 = —-:10,80 1,01778 | 
942) : | 0.1508 «| ~—11,65 1,02743 | 


Bei 3stiindiger Erwarmungsdauer ergab 
einer Versuchsreihe, welche wegen Mangels an Thiosulfatlisung 
nicht ganz zu Ende gebracht wurde, folgendes Resultat: 





Angewandte | 


sich 


aus 











Nr. des Behandelt : ae 
| Hippursaure | | = 
Versuches nach . an Thiosulfat 
in g | 
QF Kjeldahl 0,1873 75 | 0,99344 
96 > |  0,2189 0,99392 


Berechnet man die Stickstoffmenge bei 





| 
| 


| 


den Versuchen 


Nr. 41—96 fir T — 0,98696 (siehe S. 435), bekomm¢ man: 


') Ohne Oxydation mit KMnQ,. 
*) Kolben von 200 ccm Rauminhalt. 
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Tabelle VII. 






































Nr. ee ae Wiedergefundene | Gefynd. 
Behandelt . N-Menge N-Inhalt 
des Er- gewogene | cam a d ‘ 
Ra Sisal +. in %/o von es 
Ver | nach ‘ppuianietin eee in mg | der abge-| Stoffes 
suches inStunden} in mg wogenen | in °o 
Ammoniumsulfat Berechnet: 21,20 
54—d6] Kjeldahl 3 67,413 67,221 99,72 21,14 
57—62 > 6 134,826 | 134,385 99,67 21,13 
63—66} | , 
oie » 24 136,816 | 135,945 99,36 21,07 
\0—dt j 
41—43] Kjeldahl- 3 70,398 | 69,669 | 98.97 20,98 
446, Gunning 6 70,398 | 69,482 | 98,70 20,92 
(7—49) | 
wipe » 24. 160,282 | 153,393 95.36 2(),29 
67—70 f 
Hippurséure Berechnet: 7,82 
95—96] Kjeldahl 8 31,778 31,56 | 99,32 7,77 
71—76 > 6 103,112 | 102,05 99,0 7,74 
83—88 » 24 86,088 | 83,99 | 97,6 7,63 
77—82] Kjeldahl- 6 105,552 | 103,95 | 98,5 7,72 
gg—g4] Gunning 24 82,106 | 78,96 | 962 7,55 

















Aus den vorliegenden Versuchen lift sich wohl nicht 
entscheiden, ob der Stickstoffverlust durch Verdampfung oder 
Zersetzung des Ammoniumsulfats verursacht ist — doch dirfte 
die letztere Vermutung die wahrscheinlichere sein, weil die Form 
und GréBe der Kolben sehr wenig Einflub austiben — sie zeigen 
aber jedenfalls, dai man bei Stickstoffbestimmungen womoglich 
die urspriinglich von Kjeldahl angegebene Form der Methode 
— d.h. Zersetzung der Substanz mit konzentrierter Schwefel- 
siiure (eventuell durch Zusatz von Phosphorpentaoxyd) mit 
darauffolgender Oxydation mit Kaliumpermanganat — anwenden 
muB8 und die Dauer der Erwairmung (8—5 Stunden) nicht un- 
notig verlingern darf. Wo die von Kjeldahl! angegebene 
Behandlung nicht geniigt (z. B. bei Verbindungen, in welchen 
die Stellung der N-Atome im Molekiil eine solche ist, daB sich 
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bei Ammoniakabspaltung eine Bildung von Piperidinringen denken 
laBt), wo die Zersetzung aber nach Gunning vorgenommen 
werden kann, zeigen die Versuche, daf man auch hier die 
Dauer der Erwarmung mdglichst abkiirzen soll. 
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Uber die quantitative Bestimmung des Acetaldehyds mittels 
Pyrrol und die Anwendung dieser Methode auf die Bestimmung 
der Milchsaure. 

Von 
W. Sobolewa und J. Zaleski. 


Mit einer Abbildung im Text. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des medizinischen Institutes fiir Frauen 
in St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, Oktober 1910.) 


Wie bekannt bilden die Aldehyde mit dem Pyrrol bei 
Gegenwart von Siuren oder Salzen, die dabei als Kontakt- 
substanzen auftreten, amorphe farbige Kondensationsprodukte; 
da diese Korper in keinem bekannten Losungsmittel l6slich 
sind, so sind sie hierzu noch wenig erforscht.!) Die Leichtig- 
keit, mit welcher diese Kondensationsprodukte entstehen, hat 
Ihl?) bewogen, sie als qualitatives Reagens auf Aldehyde vor- 
zuschlagen; eine mit Salzsiure leicht angesiiuerte alkoholische 
Pyroll6sung wird durch Aldehyd intensiv rot gefairbt. Diese 
Fiirbung tritt nur bei stirkeren Aldehydlésungen (nicht unter 
0,1°/o) auf, schwiichere geben eine weiBliche Triibung, die sich 
nur langsam firbt und spiiter sich als amorpher Niederschlag 
am Boden des Gefiifies sammelt. Um diese fiir Aldehyde 
charakteristische Triibung zu erzeugen, empfiehlt es sich, statt 
alkoholischer schwache (ca. 0,2°/o) wasserige Pyrollésungen 

‘) Aus den zablreichen Mitteilungen tber diese Kérper erwahnen 
wir: Pictet, Ber., Bd. XXVIII, S. 1905; Feist, Ber., Bd. XXXV, 1647. 
Baekeland, Chem. Zeit. (1909), S. 317 u. ff., hat analoge, aus Alde- 
hyden und Phenolen entstehende Kérper untersucht und auf ihre grofe 


praktische Bedeutung hingewiesen. 
?) Anton Ihl, Chem. Zeit. (1890), S. 1571. Siehe auch Hans 


Meyer, Analyse und Konst. org. Verb., 2. Aufl. 5. 663. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXIX. 29 
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zu benutzen. Die Versuchslésung wird mit Salzsaiure ange- 
siiuert, wiasserige Pyrrollisung, aber nicht im Uberschuf, zu- 
gesetzt, das Gemisch auf dem Wasserbade ein wenig erwarmt 
und darauf sich selbst tiberlassen. Nach einiger Zeit triibt sich 
die Lésung, falls ein Aldehyd zugegen war; es gelingt auf 
diesem Wege, noch 0,2—0,3 mg Acetaldehyd oder Formalde- 
hyd nachzuweisen. Fiir die hodheren und die aromatischen AI- 
dehyde ist diese Reaktion weniger empfindlich; dieselbe Reak- 
tion geben auch Ketone, Aceton z. B. recht scharf. Anwesen- 
heit von Hydroxylgruppen in den untersuchten Aldehyden und 
Ketonen driickt die Empfindlichkeit soweit, daB in diesem 
Falle Pyrrol nicht mehr als Reagens zu benutzen ist. 

Beim Studium der Bedingungen, unter denen sich in Al- 
dehydlésungen die weibliche Triibung resp. die milchige Opa- 
lescenz bildet, sind von uns Umstiinde bemerkt worden, auf 
denen eine quantitative Bestimmungsmethode fiir Aldehyde auf- 
gebaut werden konnte. Werden niimlich zu einem bestimmten Vo- 
lumen der mit einer gewissen Menge HCI versetzten wisserigen 
Pyrroll6sung Aldehydlosungen verschiedener Konzentration hin- 
zugegossen, so wird das Auftreten der Triibung nur nach Zu- 
satz einer bestimmten Aldehydmenge beobachtet, d. h. das 
Volumen der zugesetzten Lésung ist ihrer Konzentration um- 
gekehrt proportional. (Wir haben hauptsachlich das Verhalten 
des Acetaldehydes zur Pyrrolprobe untersucht; im folgenden 
ist immer, wenn schlechthin von Aldehyd die Rede ist, das 
Acetaldehyd gemeint.) Bei einer solchen Titration bis zu ent- 
stehender milchiger Triibung werden aber nicht tibereinstim- 
mende Resultate erhalten: die Zahlen schwanken in weiten 
Grenzen (ca. 20°/o). Die Triibung tritt namlich nicht sofort 
nach Zugabe eines gentigenden Quantums an Aldehyd ein, son- 
dern erst spéter, sodaf im allgemeinen die Titrationsgeschwin- 
digkeit das Endresultat wesentlich beeinfluBt. Befriedigerende 
Resultate wurden erhalten, wenn mehrere (8—5) Proben par- 
allel behandelt wurden, von denen jede genau gemessen die- 
selbe Menge der Pyrrollisung und Saure enthielt, die jedoch 
mit verschiedenen, stufenweise ansteigenden, Mengen der Al- 
dehydlisung versetzt wurden; waren die Aldehydmengen ent- 
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sprechend gewiihlt, so triibten sich nach einiger Zeit die Proben 
mit gréBerem Aldehydgehalt, wiihrend die anderen klar blieben; 
die kleinste Aldehydmenge, welche eine Triibung verursacht, 
dient als Maf fiir die Konzentrationsbestimmung von Alde- 
hydlosungen. 

Nach vielen Vorversuchen erwiesen sich fiir soleche Be- 
stimmungen folgende Bedingungen am zweckmiifigsten: das 
Volumen der Pyrrollésung hat ca. 15 cem zu betragen, 5—10 mg 
Pyrrol, sowie 1—2°/o freie Siure zu enthalten; eine solche 
Probe triibt sich allméahlich schon in dem Falle, wenn der 
Uberschu8 des Aldehydes nur ca. 0,5 mg betriigt. 

Bei unseren Bestimmungen haben wir 2 Loésungen be- 
nutzt: a) 2—49/o Salzsdure und b) eine wiisserige Pyrrollésung, 
dargestellt durch direktes Eintragen (ohne Alkoholzusatz) von 
1—2 cem reinem, kauflichem Pyrrol (von Kahlbaum oder 
Merck) in 1 | Wasser. 

Bei Verwendung frisch rektifizierter Priiparate trat die 
Triibung weniger scharf ein, als mit Pyrrol, das schon einige 
Zeit an der Luft gestanden und etwas gelblich geworden war, 
so daf ftir unsere Zwecke letzteres vorzuziehen ist. Die 
wiisserige, durch Papier filtrierte Pyrrolldsung war vollkommen 
klar und hatte bei grOferer Schichtdicke einen Stich ins Gelbe. 
Beide Lésungen wurden getrennt aufbewahrt und nur wabrend 
der Versuche gemischt, da sich Pyrrol bei Gegenwart von 
Sauren schnell briunt. 

Der zu den Versuchen benutzte Acetaldehyd (Kahlbaum, 
Siedep. 21°) wurde zweimal in sorgfiiltig getrockneten Gefiiben 
destilliert ; wahrend der Destillation stieg die Temperatur nicht 
liber 30°. Vom zweiten Destillat wurde etwas tiber 1 g in 
einen gewogenen Kolben mit eingeschliffenem Glasstopfen ge- 
geben, in dem sich eine gewogene Menge Wasser befand; der 
Aldehydzusatz wurde durch eine neue Wiigung bestimmt und 
die Lésung sodann bis zum Aldehydgehalt, 0,1°/o, verdiinnt. 
Obgleich die Aldehydkonzentration einer derart bereiteten L6- 
sung nicht ganz genau ist, konnte die Lésung doch als Ur- 
losung zur Bereitung anderer verdiinnteren, die wir fiir ver- 
schiedene Vorversuche gebraucht haben, dienen. 


Dt 
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Bei den Bestimmungen wurden grofe, etwa 50 ccm hal- 
tende Reagenzgliser benutzt; in dieselben wurden aus Biiretten 
gleiche Volumina der Pyrroll6sung und entsprechende Mengen 
Salzsiure, jedoch verschiedene Mengen Aldehydlésung gefiillt; 
die Menge der letzteren stieg von Probe zu Probe um dieselbe 
Grobe an. Die Reagenzgliéser wurden mit Gummipfropfen ge- 
schlossen, stark durchgeschiittelt und stehen gelassen. Nach 
einer halben Stunde bietet das Herausfinden der Probe, die 
von der geringsten Menge Aldehyd getriibt worden ist, schon 
keine Schwierigkeiten. Die Differenzen in den Mengen des 
zugegossenen Aldehyds kénnen ca. !\25—1!/s5, im iiufersten 
Halle !/40 des Volumens, das eine Triibung hervorruft, betragen. 
Werden die Differenzen kleiner gewihlt, so kann die Bestim- 
mung der ersten getriibten Probe mit Schwierigkeiten ver- 
kntipft sein: werden jedoch die angegebenen Grenzen einge- 
halten und die zugegebenen LOsungen mdglichst genau abge- 
messen, so fiillt es nie schwer, zu entscheiden, welche LOsungen 
trube sind und welche nicht. Die getriibten LO6sungen erinnern 
an verdiinnte Stirkelosungen mit gleichmafig durch die ganze 
Losung auftretender weiflicher Opalescenz und geben, vor 
einen dunkeln Schirm mit kleiner Licht6ffnung gebracht, ein 
deutlich wahrnehmbares Strahlenbiindel. Bei langerem (mehr- 
stiindigem) Stehen farben sich alle Proben gelb und scheiden 
darauf am Boden der Reagenzgléser geringe Niederschlige 
aus. Es sei noch erwiihnt, dai zum Abfiillen der Aldehyd- 
ldsung Biiretten dienten, die, je nach der Konzentration der 
Losungen, in 0,1 oder 0,05 ccm geteilt waren. 

Im folgenden geben wir die Ergebnisse zweier unserer 
Versuchsreihen. 

I. Die Pyrrolprobe bestand aus 5 cem 0,1°/oiger Pyrrol- 
losung -+- 10 cem 2,2°/oiger HCl. Spalte 1 enthalt die Prozent- 
gehalte der untersuchten Aldehydlésungen, 2 und 3 die An- 
zahl der Kubikzentimeter dieser Lésung, die eine (2) und die 
keine(3) Triibung der Pyrrolprobe verursachten, 4 in Milli- 
grammen die Aldehydmenge, welche der geringsten beobach- 
teten T'riibung entsprach, die sogenannte Aldehydkonstante, 5 die 
Abweichungen der einzelnen Aldehydkonstanten vom Mittel. 




















Uber die quantitative Bestimmung des Acetaldehyds 


usW. 445 

















1 2 3 4 5 
0,035 1,25 12 | 0,438 — 18 
003 | 1,5 i 145 | 0,450 — 1 
002 | 18 | 86475 0~—«| (0,450 wo 
0024 ( 18 #+|'| 418 Oe ~~ 
0,023 195 | 1,9 0,449 2 

| | 
0,022 205 | 20 | 0,451 0 
0,021 2.2 | = Ot | 0,462 i 9 
0,02 2.3 | 2,2 | 0,460 - 9 
0,015 2.9 2.8 | 0,433 - 16 
0,012 3,9 | 3,8 | 0,468 +. 17 





Aus diesen Daten berechnet sich der mittlere Fehler der 
Einzelbestimmung der Aldehydkonstante zu 0,0104 mg, also 
in Prozenten, bezogen auf die anwesende Aldehydmenge, zu 
2,3°/o und der wahrscheinliche Fehler zu 1,6°/o. 

I]. Die Pyrrolprobe bestand aus 5 ccm 0,2 °/oiger Pyrrol- 
l6sung + 10 cem 2,2°/ciger HCI. 











1 2 3 4 5 
0.035 1,8 1.7 0,630 — 6 
0,03 21 2.0 0,630 rf 
0,027 2.3 2,2 0,621 15 
0,025 2.5 2.4 0,625 11 
0,022 2,9 2.8 0,638 + 2 
0,02 3,2 3,1 0,640 +- 4 
0,019 3,4 3,3 0,646 +- 10 
0,018 36 3,5 0,648 + 12 
0,015 4,3 4,2 0,645 + 9 

Mittel . 0,636 


In dieser Reihe betragt der mittlere Fehler, mit dem der 
Einzelwert der Aldehydkonstante behaftet ist, 0,0098 mg, also 
bezogen auf die bestimmte Aldehydmenge 1,5°/o, und der 
wahrscheinliche Fehler 1,0°/o. 








+46 W. Sobolewa und J. Zaleski, 


Somit ist die Aldehydmenge, die in den benutzten Pyrrol- 
proben eine Triibung hervorruft, in einem gewissen Konzen- 
trationsintervall, zwischen 0,035—0,015°/o, eine konstante Grobe, 
die sogenannte Aldehydkonstante. Eine jede Aldehydlésung kann 
auf dieses Konzentrationsintervall gebracht werden: stirkere 
Losungen einfach durch entsprechendes Verdiinnen mit Wasser, 
schwiéchere durch Mischung mit stérkeren LOsungen, deren 
Verhiiltnis zur Pyrrolprobe zuvor bestimmt ist. Wir kénnen 
also ganz allgemein aus unseren Versuchen folgern, daB man 
bei Anwendung der Pyrrolprobe kolorimetrisch-quantitativ den 
Acetaldehydgehalt bestimmen kann, wobei der mittlere Fehler 
der Einzelbestimmung etwa 2°/o der Aldehydmenge betrigt. 

In den Fallen, wo die Konzentration des zu bestimmenden 
Aldehydes nicht einmal angenéhert bekannt ist, muf der erste 
Versuch tiber einen weiten Konzentrationsbereich ausgedehnt 
werden; die zugefiigten Aldehydmengen sind in grofen Inter- 
vallen abzustufen und nur danach kann zur genauen Bestim- 
mung geschritten werden. In diesem Falle bietet auch eine 
beschleunigte Titration gewisse Vorteile: die Pyrrolprobe wird 
erwiirmt und unter stiindigem Durchschiitteln tropfenweise der 
untersuchte Aldehyd bis zur beginnenden Triibung hinzugefiigt ; 
bei dieser Titration wird die Aldehydmenge gewohnlich um 
30—40°/o héher gefunden, als bei halbstiindigem Stehen der 
Probe, jedoch erhilt man dabei relativ schnell den gewiinschten 
AufschlufB tiber die angenaherte Aldehydkonzentration. 

Die oben empfohlenen Volumina und Konzentrationen 
sind experimentell als die vorteilhaftesten festgestellt. Betragt 
das Volumen der Probe weniger als 15 ccm, so ist die Triibung 
schwerer wahrzunehmen: grdSere Volumina sind auch unbe- 
quem, da das Herstellen der Proben mit gréferen technischen 
Schwierigkeiten verkniipft ist. Proportional dem Volumen der 
Pyrrolprobe andert sich auch das zum Eintreten der Triibung 
erforderliche Volumen der Aldehydlosung. Starkere Salzsaure 
und hdhere Pyrrolkonzentrationen sind von einem Gelbwerden 
der Proben begleitet, die geringe Triibungen nicht so scharf 
erkennen laiBt. Mit der Erhéhung der Siure- bezw. Pyrrol- 
konzentrationen wachst, ceteris paribus, die Aldehydkonstante. 
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Eine TemperaturerhoOhung, etwa durch kurzes Erwirmen der 
Proben auf dem Wasserbade, beschleunigt im allgemeinen die 
Triibung, bietet aber keine Vorteile, da gleichzeitig das Auf- 
treten st6render gelber Farbtiéne beschleunigt wird. 

Die Aldehydkonstante einer Lésung andert sich im Laufe 
der Zeit nur wenig; nach einem Monate wurde z. B. ein An- 
stieg von 0,62 auf 0,64 beobachtet. Uberhaupt schwankte die 
Aldehydkonstante einer Probe aus 5 cem Q,2°/oiger Pyrrol- 
losung + 10 cem 2,2 °/o HCl bei Benutzung verschiedener Pyrrol- 
praparate zwischen den Grenzwerten 0,60 und 0,65. Bei Gegen- 
wart von Alkohol ist das Auftreten der Triibung weniger scharf 
festzustellen; dabei wiichst die Aldehydkonstante, so fiir L6- 
sungen mit 40°/o Alkohol von 0,62 auf 0,78. Anwesenheit 
mineralischer Salze ist von geringem Einfluf und dubert sich 
im allgemeinen in einer Verminderung der Konstante; beim 
Hinzufiigen von 16,5 g NH,ClI z. B. fiel die Konstante von 0,60 
auf 0,575. 

Alle unsere Ausfiihrungen und Angaben beziehen sich 
auf Aldehydlésungen, erhalten durch Lésen einer genau ge- 
wogenen Menge zweimal destillierten Aldehyds in Wasser. Es 
unterliegt jedoch keinem Zweifel, daf ein solches Produkt 
nicht als chemisch reiner Kérper anzusehen ist, schon deshalb, 
weil er hygroskopisch ist und in wiasserigen Losungen leicht 
oxydierbar.1) Es ist daher notwendig, in der benutzten Ur- 
losung genau den Aldehydgehalt zu bestimmen und daraus den 
genauen Wert der Aldehydkonstante zu berechnen. 

Zu diesem Zwecke wurden Aldehydlésungen, deren Ver- 
haltnis zur benutzten Pyrroll6sung genau bestimmt war, mit 
knapp bemessenen Mengen titrierter K,Cr,0,-Lésung oxydiert,?) 
die zur vollen Oxydation des gesamten in der Losung befind- 
lichen Aldehyds nicht hinreichten; nach dem _ vollstandigen 
Verbrauch der Chromsiure das nachgebliebene Aldehyd ab- 
destilliert und endlich das Verhaltnis des Destillates zur Pyrrol- 





') Cf. die Abhandlung von Ripper, Monatshefte f. Chem., Bd. XX], 


S. 1079. 
*) Vgl. die Arbeiten von R, Bourcart, Zeitschrift f. anal. Chem., 


Bd. XXIX, S. 608. 
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probe bestimmt. Die hierbei erhaltenen Daten gentigen zur 
Berechnung des genauen Wertes der Aldehydkonstante A. Ein 
Beispiel diene zur Erlinterung des Ganges solcher Bestim- 
mungen. 

Von zweimal tiberdestilliertem Acetaldehyd wurden 4,717 g 
abgewogen und mit Wasser bis auf 11 verdiinnt; 50 ccm dieser 
L.osung wurden wiederum durch Wasserzusatz auf 1 1 gebracht. 
Bei Bestimmung des Verhaltnisses letzterer Lésung zur Pyrrol- 
probe (5 cem 0,2°/o Pyrrol 4—- 10 ccm 2,2°/o HCl) wurde die 
geringste Triibung durch 2,75 ccm Al- 
dehydlésung hervorgerufen, d.h. die 
Aldehydkonstante betrug, nach der 
Kinwage, 0,649 mg. Von der urspriing- 
lichen unverdiinnten Lésung wurden 
3 Portionen von je 50 cem in K6lb- 
—~= chen gefiillt, zu je- 
der 5 ccm H,SO, 
(50 Volumenprozent) 
und je 80 resp. 100 
a und120ccmK,Cr,0,- 

Losung getan, die im 

Liter 3,874 g Salz 

enthielt; durch diese 

e sc Mengen Kalibichro- 
mat werden 138,7 bezw. 173,4 bezw. 208,1 mg Acetaldehyd 
reduziert. Darauf wurden die Kélbchen mit Kautschukpfropfen 
fest verschlossen und bei gew6hnlicher Temperatur 24 Stunden 
sich selbst iiberlassen. In dieser Zeit war die gesamte Chrom- 
siiure reduziert; es wurde tibrigens gefunden, dai bei An- 
wesenheit tiberschtissiger Chromsiiure sogar nach 3 X 24 Stun- 
den nicht alle Chromsiiure reduziert war, obgleich die Losung 
noch geringe Mengen Aldehyd enthielt. Das unzersetzte Alde- 
hyd wird durch einen Luftstrom aus seiner kochenden Losung 
verdriingt: hierzu wurde eine auf der Zeichnung schematisch 
dargestellte Anordnung benutzt. M — ist die mit der Aldehyd- 
lésung beschickte Kochflasche; a, b, c — in Eiswasser getauchte 
Vorlagen: d — ein Flischchen mit angesiuerter Pyrrollésung 
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zur Priifung, ob durch den Luftstrom Aldehyd aus den Vorlagen 
mitgerissen wird. 

Durch Kontrollversuche konnten bei solcher Destillation 
keine Aldehydverluste nachgewiesen werden; gewohnlich ge- 
niigten 10 Minuten (vom Beginn des Siedens), um allen Aldehyd 
aus dem Kolbchen zu entfernen. Bei geringen Aldehydmengen 
wird die Vorlage a zweckmiibig ausgeschaltet. Nach beendigter 
Destillation werden aus allen Vorlagen die Destillate zusammen- 
gegossen, das Gesamtvolumen der Fliissigkeit, resp. ihr Ge- 
samtgewicht bestimmt und das Verhiltnis zur Pyrrolprobe er- 
mittelt. In den erwahnten Versuchen haben wir gefunden: in 
Portion I 450 cem Fliissigkeit, von denen 3,2 ccm mit der 
Pyrrolprobe die Triibungsreaktion gaben; in Portion II 242 ecm 
und 2,8 ccm, in III 140 cem und 5,4 cem. Aus Gleichungen 


; 1000 450 aoa / 
von der Form 75 A — 39 A = 138,7 usw. berechnen sich 
2,78 3, 


fiir die Aldehydkonstante A die Werte 0,622; 0,626; 0,616. 
Die gute Ubereinstimmung dieser Zahlen spricht zugunsten der 
angewandten Methode. Setzt man A gleich dem arithmetischen 
Mittel, also = 0,621, so ergibt sich die im Liter L6ésung be- 
findliche Aldehydmenge zu 4,516 g statt der eingewogenen 
Menge 4,717 g, oder zu 95,8°/o der Einwage.') 

Natiirlich liegt bei Bestimmung der Aldehydkonstante durch 
titrierte Chromsdurelisung kein Grund vor, zweimal destillierten 
und darauf genau eingewogenen Aldehyd zu benutzen; man 
kann von beliebigen Losungen ausgehen, denen man durch 
entsprechende Verdtinnung die gewiinschte Konzentration gibt. 
Wie oben erwihnt, bleibt die Aldehydkonstante einer Pyrrol- 
losung lingere Zeit unveréndert; zweiw6échentliche Kontroll- 
prifungen geniigen daher vollkommen. 

Da alle Aldehyde und Ketone mit Pyrrol eine Triibung 
geben, so kann das dargelegte Bestimmungsprinzip auf beliebige 
Aldehyde und Ketone Anwendung finden. Tatsiichlich ftihrten 
Versuche mit Formaldehyd zu Resultaten, die den an Acet- 
aldehyd erhaltenen Resultaten vollkommen entsprachen. Die 


') Diese Differenz ist geringer als diejenigen, die Ripper (I. ¢.) 
mittels seiner Bisulfitmethode findet. 
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Aldehydkonstante wurde fiir eine Probe aus 5 cem 0,2 °/o Pyrrol 
-+ 10 ccm 2,2°/o HCl zu 0,482 mg gefunden; der mittlere Fehler 
der Einzelbestimmung betrug 1,8°%jo der bestimmten Form- 
aldehydmenge. Da jedoch genaue und verhaltnismaBig einfache 
Bestimmungsmethoden') fiir Formaldehyd bekannt sind, so hat 
die kolorimetrische Pyrrolmethode in diesem Falle keine prak- 
tische Bedeutung. 

Die hdheren Aldehyde der Fettreihe, sowie die aroma- 
tischen Aldehyde sind in Wasser so wenig loslich, daB man 
mit Losungen arbeiten mub, die geringere oder groBere Mengen 
Alkohol enthalten; wie jedoch oben erwéhnt wurde, tritt bei 
Gegenwart von Alkohol die Triibung nicht so scharf ein und 
daher wird die Bestimmung weniger genau. 

Zum SchlufB noch einige Worte tiber die Bestimmung 
der Milchsaure. 

Der eine von uns (S.) hat bei seinen Versuchen sich der 
Methode von Jerusalem?) bedient; die Milchsiéure wird durch 
KMnO, oxydiert, der entstehende Acetaldehyd schnell ab- 
destilliert, mit tiberschiissiger titrierter Jodlésung behandelt, 
endlich mit thioschwefelsaurem Natrium zuriicktitriert; dabei 
wird vorausgesetzt, dab 1 Molekiil Acetaldehyd 1 Molekiil Jodo- 
form gibt (a. a. O. S. 370). Unsere Versuche haben gezeigt, 
da bei dieser Titration das Endergebnis in hohem Mae von 
der Aldehydkonzentration abhiangt, soda die erhaltenen Zahlen 
nicht genau sind. Wir haben daher bei Bestimmung des Alde- 
hyds im Destillat die Pyrrolmethode benutzt. Gewogene Mengen 
von getrocknetem Zinklactat wurden mit einer schwachen 
H,SO,-Lésung versetzt und ins Kélbchen M gebracht; durch 
das siedende Reaktionsgemisch wurde ein recht starker Luft- 
strom geleitet und zugleich mittels eines (auf der Zeichnung 
weggelassenen) Tropftrichters in die Kochflasche solange eine 
schwache, ca. !/50-n-Permanganatlésung getréufelt, bis eine 





') Siehe K. Wallnitz, Zeitschr. f. anal. Chem., Bd. XLIII, S. 710. 
*) Biochem. Zeitschr., Bd. XII, S. 361. Vgl. Kritik und Anderung 
dieser Methode D. v. Fiirth, ibidem, Bd. XXIV, S. 266 und Bd. XXVI, 
S. 199. Die letzte Abhandlung ist nach Beendigung unserer Experimente 


erschienen, 
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bleibende Farbung eintrat. Versuche, die wir mit unseren Vor- 
lagegefaBen und dem von Jerusalem vorgeschlagenen Apparate 
angestellt haben, ergaben jedoch insofern unbefriedigende Re- 
sultate, als die gefundenen Aldehydmengen etwa 88°/o (max. 
92°/o, min. 80°/o) der theoretisch berechneten Menge betrugen. 
Wir erklaren dieses durch eine stattfindende Oxydierung des 
Aldehydes; gestiitzt wird diese Annahme durch einige unserer 
Beobachtungen: wurde zu einem bestimmten Quantum Aldehyd 
wahrend seiner Destillation Permanganat gegeben, so fanden 
wir in den Vorlageflaschen nie alles angewandte Aldehyd, son- 
dern immer weniger. Trotzdem sind wir der Meinung, da 
die Jerusalemsche Methode mit abgeinderter, nach unserem 
Vorschlage, Bestimmung des Aldehyds, obwohl man damit zu 
niedrige Werte erhalt, Anwendung finden kann; sie ist ver- 
haltnismaBbig in kurzer Zeit ausfiihrbar und bietet keine grofben 
Schwierigkeiten; zugleich aber sind alle anderen priizisen Me- 
thoden der Milchséiurebestimmung mit ziemlich bedeutenden 
Fehlern verkniipft. 


St. Petersburg, im September 1910. 











Uber Beeinflussung der Oxydationen in lebenden Zellen nach 
Versuchen an roten Blutkérperchen. ') 
Von 
Otto Warburg. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Oktober 1910.) 


Aus Versuchen am Seeigelei?) ergab sich, daB Substanzen, 
die nicht eindringen, die Oxydationen sehr erheblich beein- 
flussen kiénnen; dadurch wurde die Aufmerksamkeit auf eine 
merkwirdige Beziehung gelenkt, die zwischen der Plasma- 
haut und den chemischen Vorgiingen in der Zelle bestehen 
muh. Die Plasmahaut besteht nun, nach eingehenden Unter- 
suchungen Overtons,’) aus lipoiden (fettahnlichen) Stoffen und 
so war zu erwarten, dai bei Versuchen, die Oxydationen zu 
beeinflussen, die Zustandsanderung der Lipoide eine besonders 
wichtige Rolle spielen wiirde. 

Wenn man zu Blut Methylurethan zusetzt, so dringt diese 
Substanz schnell in die Zellen ein und verteilt sich hier nach 
Mafgabe ihres Teilungskoeffizienten in den verschiedenen Phasen. 
Im Gleichgewicht wird die Konzentration in der wiasserigen 
Phase grof} sein im Vergleich zu der in der lipoiden Phase. 
Umgekehrt werden die Verhiiltnisse liegen beim Phenylurethan, 
das in Ol sehr leicht, in Wasser sehr schwer ldslich ist. Wir 
wollen annehmen, das Teilungsverhiiltnis zwischen Ol und 
Wasser wiire fiir die Phenylverbindung a mal so groBf als fiir 
die Methylverbindung; dann wird man dem die Zelle umspi- 
lenden wiisserigen Medium a mal mehr Methyl- als Phenyl- 
urethan zufiigen miissen, um die Konzentrationen der beiden 
Stoffe in den Zell-Lipoiden gleich zu machen. Wenn es nun im 


') Die Resultate dieser Arbeit wurden im September auf dem inter- 
nationalen Physiologenkongrefi in Wien mitgeteilt. 

*) O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, 5S. 305. 

*) E. Overton, «Uber den Mechanismus der Resorption und der 
Sekretion» in Nagels Handbuch der Physiologie. 
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wesentlichen auf die Konzentration in den Lipoiden ankommt, 
so werden die Stoffe in um so kleineren Mengen dem um- 
spiilenden Medium zugefiigt werden miissen, je gréfer ihr 
Teilungsverhaltnis zwischen O] und Wasser ist: mit anderen 
Worten, die Wirkungsstirke wird der von Hans Meyer!) 
und Overton?) aufgedeckten Gesetzmiibigkeit folgen. Das ist 
nun in der Tat fiir die Oxydationsprozesse der Fall. 

Die Versuche wurden mit Ginseerythrocyten ausgefiihrt, 
die, wie ich vor einiger Zeit mitteilte,*) eine ziemlich erheb- 
liche und leicht mefbare Sauerstoffatmung haben. Die Sus- 
pensionsfliissigkeit war eine isotone NaCl- oder Lockesche 
Losung, der die zu priifende Substanz zugefiigt war. In der 
folgenden Tabelle sind die Konzentrationen verzeichnet, die 
eine annéhernd gleiche Beeinflussung der Oxydationen (Herab- 
setzung auf '2—!/s) bewirken. Daneben stehen die L6slich- 
keiten in Ol resp. Wasser nach Overton oder Hans Meyer. 
(Methodik siehe unter Versuchen A.) 











Alkohole. 
| Menge in Ge- | Léslichkeit in Wasser und O] 
| wichtsprozenten | nach Overton‘) 
Methyl mehr als 16 Wasser: x. In mehrals 50 Ol 
. _. vee itll 0] 1 
Athy! ‘a Teilungsverhiiltnis a. an 
Propyl (iso) 4,8 | --- 
Butyl (n) | 12 Vol. Wasser. In Ol: =x 
Butyl (iso) 1,1 Loslich in 10 Teilen Wasser 
Amy] (Gérung) 0,4 Wasser: 2°o. Ol: x 
Amyl (Dimethyl 1,6 In 8 Teilen Wasser. Ol: x 


athylcarbinol) 


1) Hans Meyer, Schmiedebergs Archiv, Bd. XLII, S. 109, und 
Baum, Bd. XLII, S. 119, Bd. XLVI, S. 338. 

*) Overton, Studien iiber die Narkose, Jena 1901. 

3) QO. Warburg, Zur Biologie der roten Blutzellen. Diese Zeit- 
schrifi, Bd. LIX, S. 112. 

*) loc. cit. 
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Urethane. 





| Menge in 





Gewichts- | Lislichkeit in Wasser und Ol 
prozenten 
Methyl | 10 Teilungsverhiiltnis. = -:0,04(H. Meyer?)) 
ae | ' Wasser ' 
Athy) | ‘ toi say Sltnj Ol cad 4 rep! 
Athy] | S | leilungsverhaltnis oo 0,14(H. Meyer?) 
Propyl | 1—1,5 | — 
Isobutyl, 0,5 | - 
Phenyl | 0,05 | Loslich in 720 Teilen Wasser: 


| in 3,5—4 Teilen Ol (Overton?) 

Die Hemmung war in den untersuchten Fallen mit Aus- 
nahme von Methylurethan reversibel, d. h. der Sauerstoffver- 
brauch steigt nach Entfernung der hemmenden Substanz wieder 
zu der durch die Kontrolle gegebenen Hohe.*) (Versuche A). 

Fassen wir als Beispiel den Unterschied zwischen Methyl- 
und Phenylurethan ins Auge. Eine 0,05°/cige Phenylurethan- 
losung wirkt ebenso stark auf die Oxydationen wie eine 10°/oige 
Methylurethanlésung. Die molekularen Konzentrationen dieser 
Stoffe in der wiisserigen Phase der Zelle differieren unter diesen 
Bedingungen um das 360 fache. 

Das allgemeine Resultat ist also, dafi der Zustand einer 
lipoiden Phase mehr als der Zustand der wisserigen 
Phase diejenigen chemischen Prozesse beeinfluBt, die 
der Sauerstoffatmung zugrunde liegen; da sich die Oxy- 
dationen von der lipoiden Plasmahaut beeinflussen liefen, so 
liegt fiir mich die Vermutung sehr nahe, daf es sich um die 
Lipoide der Plasmahaut handelt. 


Ks ist bekannt, dai eine Anzahl Autoren die Ursache 
oder eine Ursache der Narkose in der Hemmung der Oxy- 


') loc. cit. 

2) loc. cit. 

*) oder sogar vielleicht dariiber hinaus; ob hier, wie beim Seeigelei, 
eine Erregung vorliegt, soll untersucht werden. 
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dationsprozesse sehen; da nun die narkotische Wirkungsstirke 
sae wichst, so wiirden meine 
Resultate wie eine Bestiitigung dieser Theorie aussehen. Ich 
glaube aber aus Versuchen tiber die Phenylurethannarkose des 
Seeigeleies!) schlieben zu diirfen, da’ allgemein ein ursiich- 
licher Zusammenhang zwischen Oxydationen und Narkose nicht 
besteht. Zweifellos ist in den interessanten Versuchen Ver- 
worns?) und seiner Schule die Sauerstoffaufnahme des Nerven 
behindert; es ist aber nicht dargetan, daB die verminderte 
Sauerstoffaufnahme die Ursache der Narkose ist, sondern es 
kénnte sich um zwei Beeinflussungen handeln, die unabhiingig 
von einander sind. Wenn man bedenkt, wie langsam der Nerv 
seine Erregbarkeit in relativ starken Blausiéurelésungen verliert 3) 
und wie schnell die Narkose in Ather oder Amylalkohol ein- 
setzt, so st0Bt die chemische Theorie doch auch beim Nerven 
auf schwerwiegende Hindernisse. 

Weiterhin waren die Resultate der Tabelle nicht merk- 
wirdig, wenn sich die ganze Zelle als Lésungsmittel wie eine 
lipoide Phase verhielte: sie wiirden dann nichts weiter aus- 
sagen, als dafi eine Substanz um so wirksamer ist, je mehr 
von ihr in die Zelle hineinkommt. Ich habe deshalb untersucht, 
wie sich die roten BlutkOérperchen als Losungsmittel verhalten, 
und zwar durch Messungen tiber die Verteilung von Aceton. 
Es ergab sich, daf sie sich mehr wie eine wisserige als wie 
eine lipoide Phase verhalten (Versuch B). 

Phenylurethan dringt nach Overton‘) schneller in die 
Zellen ein als Methylurethan; auch so wire es mdglich, dab 
von der Phenylverbindung einfach mehr in die Zelle kommt, 


mit dem Teilungsverhiiltnis 


') loc. cit. 
2) Zeitschrift fiir allgemeine Physiologie, Bd. I und II (besonders 
Fréhlich und Winterstein). Verworn, Deutsche med. Wochenschr., 


1909, Nr. 37. 
*) Dontas, Schmiedebergs Archiv, Bd. LIX, S. 430. Es handelt 


sich hier um Konzentrationen, die weit iiber der fiir Zellen oxydations- 


hemmenden liegen. 
4) loc. cit. 
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als von der Methylverbindung; ich brauche aber wohl kaum 
zu erwihnen, dab es sich in meinen Versuchen um Gleich- 


gewichtszustande handelt. !) 


Versuche. 
A. 

Fiir alle Experimente wurde Giinseblut benutzt. Die At- 
mung wiichst sehr erheblich nach Blutentziehungen, woriiber 
Herr Dr. Onaka ausfiihrlicher berichten wird. Das Blut wurde 
zentrifugiert in isotonischer?) Kochsalzlésung oder einer Art 
Lockescher Fliissigkeit von folgender Zusammensetzung: 


pro Liter: NaCl 7,2 g 
NaHCO, 1,0 g 
KCl 0,3 g 
CaCl, 0,3 g (wasserfrei) 


Traubenzucker 5,0 g 
(im folgenden als Lockesche Lésung bezeichnet). 

Nach Entfernung des Serums wurde etwa 10 Minuten an 
der Luft geschiittelt, um das Hamoglobin in Oxyhamoglobin 
iiberzufiihren. Von dem so erhaltenen Blutkérperchenbrei ver- 
teilt man gleiche Mengen, in meinen Versuchen etwa 2 ccm 
in die verschiedenen zu vergleichenden LOsungen und wischt 
mit den Lésungen mehr oder weniger oft. Die Alkohole und 
Urethane waren immer in 0,92°/oiger NaCl-L6sung oder der 
Lockeschen Flissigkeit gelést. Nach dem Waschen fiillt man die 
Blutk6rperchen quantitativ in kleine Réhrchen, die etwa 3,1 ccm 
fassen, und verschlieSt luftdicht. In den kleinen Glaschen 
ist eine Glasperle, damit die Zellen gleichmafig verteilt werden 
kénnen. Wenn die Erythroyten nun atmen, so verbrauchen 
sie den Sauerstoff, von dem sie gewissermafen ein Reservoir 
in Form von Oxyhiémoglobin bei sich fiihren, und es entsteht 
Hiimoglobin. Das Hamoglobin ist viel dunkler als das Oxy- 


‘) Ein weiterer, sehr unwahrscheinlicher Einwand ware, daf die 
zugefiigten Substanzen nur die Sauerstoffabgabe aus dem Hiamoglobin in 
der Zelle verhinderten; er wurde dadurch widerlegt, dafs Wasserstoff aus 
den Lésungen, die die Atmung hemmen, den Sauerstoff austreibt. 

') Isotonisch ist nach meinen Gefrierpunktsbestimmungen eine 
0,92 °oige NaCl-Lésung. 
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himoglobin und es lafit sich die mehr oder minder starke At- 
mung schon an der zunehmenden Dunkelfiirbung des Glaschens 
erkennen. Es wurden nun immer Serien von Konzentrationen 
des zu priifenden Stoffes angesetzt in den beschriebenen kleinen 
RoOhrehen und beohachtet, bei welcher Konzentration ein deut- 
licher Farbenunterschied gegentber der Kontrolle in NaCl oder 
Lockescher Fliissigkeit zu konstatieren war. Durch Einengen 
der Konzentrationen in mehreren Versuchen kommt man, wie 
die quantitativen Bestimmungen spater ergaben, zu sehr brauch- 
baren Resultaten. Alle Zahlen der Tabelle wurden auf diese 
Weise erhalten. Gepriift wurden sie fiir die Reihe der Urethane 
durch Messungen des Sauerstoffverbrauchs, ohne daf an ihnen 
dadurch etwas geiindert werden mubite. 

Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs. Es handelte 
sich darum, in den beschriebenen kleinen Glischen die Menge 
des vor und nach der Atmung vorhandenen Himoglobins zu 
bestimmen. Zu dem Zweck benutzte ich den schénen Blutgas- 
apparat von Haldane-Barcroft, der im wesentlichen aus einer 
verschlieBbaren Flasche von 30 bis 40 ccm Inhalt besteht, die 
mit einem kleinen Wassermanometer verbunden ist. Ich ent- 
wickelte aber nicht, wie die englischen Forscher, den Sauerstoff 
aus dem Oxyhémoglobin mit Ferricyankalium, sondern bestimmte, 
aus der Druckabnahme am Manometer, wieviel Sauerstoff von 
dem Blut beim Schiitteln aufgenommen wird, also das redu- 
zierte Himoglobin. Es wurde unter 3 ccm Ammoniaksaponin- 
losung (nach Krogh 1 g Saponin, 1 ccm konzentrierter NH,, 
500 cem Wasser) 1,8 ccm der Blutsuspension geschichtet: 
nach eingetretenem ‘’emperaturgleichgewicht der Hahn ge- 
schlossen und geschiittelt, bis das immer auf die gleiche Marke 
eingestellte Manometer sich nicht mehr dnderte. Dies ist sehr 
bald, ebenso schnell wie bei der Ferrocyanidmethode, erreicht. 
Die Temperaturkontrolle sollte sich bei guten Versuchen nicht 
andern. Man liest dann die Temperatur und die Druckver- 
minderung ab und kann daraus leicht den verbrauchten Sauer- 
stoff berechnen.') 





ae ud 
Po (1 + at) 
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‘) Nach der Formel v, = , worin p die Druckvermin- 
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Um eine bessere Beurteilung meiner Versuche zu ermég- 
lichen, habe ich gar nichts umgerechnet, sondern gebe einfach 
die Druckverminderung in Millimetern Wasser. Da die Flaschen, 
in denen diese Druckverminderung auftrat, fiir die hier in Be- 
tracht kommenden Werte gleichgroB waren (ihr Volumen betrug 
etwa 32 cem nach Abzug der eingefiillten Fliissigkeit: Blut, 
NH,), so stehen die am Wassermanometer abgelesenen Druck- 
verminderungen verschiedener Blutproben direkt im Verhiltnis 
ihres Sauerstoffverbrauchs. Das maximal gesittigte Blut gibt 
nach dieser Methode am Manometer keinen die Fehlergrenzen 
iiberschreitenden Ausschlag. Die Fehler sind etwa 2 mm Wasser. 





Die Athmungsversuche wurden bei 29° vorgenommen, 
weil manche Substanzen bei 40° schon giftig wirken. Die 
Gliaischen blieben bei dieser Temperatur 1 bis 2!/2 Stunden. 
Die Zeit muf sich nach der Intensitaét des Stoffwechsels des be- 
treffenden Materials richten, unter anderm, damit der Sauer- 
stoffdruck nicht zu sehr abnimmt und der Kohlenséuredruck 
nicht zu sehr zunimmt; selbstversténdlich darf man fiir Ver- 
gleichsversuche keine Beeintraéchtigung durch diese Faktoren 
bekommen. Die Suspensionen, die ich verwendete, sollten nicht 
mehr als 50 mm Wasser (T. = ca. 18°) Druckverminderung 
zeigen, wenn 1,8 ccm zur Sauerstoffbestimmung verwendet 
wurden. Meine Suspensionen waren so dicht, dai 1,8 ccm, bei 
stickstofffreier Snspensionsfliissigkeit, etwa 35 cem "/10-NH, bei 
der Veraschung nach Kjeldahl lieferten. 

Sollte untersucht werden, ob die Beeinflussung der Oxy- 
dationen reversibel ist, so wurde jede Probe doppelt angesetzt, 
also z. B. je 2 Glaschen in Methylurethan und je 2 in Locke- 
scher Fliissigkeit. Nach einiger Zeit wurde dann in je einem 
Gliischen der verbrauchte Sauerstoff bestimmt. Der Inhalt der 
beiden andern wurde 3mal griindlich mit Lockescher Fliissig- 
keit gewaschen, maximal mit Sauerstoff gesattigt und die gleiche 
Zeit wie die beiden ersten Glaschen bei derselben Temperatur 


derung ist, py der Atmosphiren-Normaldruck in Millimeter Wasser, v das 
Volumen der Flasche ++ Kapillare— Volumen der eingefiillten Flissigkeit, 
t die Versuchstemperatur. 
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Temperatur wahrend der Atmung 29°. 
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Zeit | Druck- Druck- 
Substanzen in Iverminderung|verminderung 
Min. | I | oI 
| 
10 °/o in Locke 70 | 23 (t = 16) | a 
Methyl 1/ 8% » > 7/33 » | — 
Kontrolle > =» =| 70 | 43 > -- 
ae eee anced ‘stun anne 
g | 10% in Locke | 100 | 25 (t = 18) | 18 (t = 18) 
Kontrolle » > | 100 | 48 > | 50 . 





















| 3% in NaCl 150 | 35 (t = 16) ah 
Athyl- 1) 2% > » 150 50 >» — 

| Kontrolle » > 150 | 60 > — 
urethan | 3% in Locke | 80 | 37 (t= 15) | 54 (t = 18) 

| Kontrolle » > 80 54 > | 5D » 

















| 2% in NaCl 150 | 7 (t= 16) — 
Propyl- | | a ood _ 

| Kontrolle » > 150 29 — 
urethan | 45% in Locke | 95 | 12 (t= 16) | 64 (t = 16) 

| Kontrolle » » 95 | 50 > | 54 > 

1 0.7% in NaCl 120 | 8 (t = 16) | ‘id 
Butyl. 1/ 05% >» >» 1200 |18 » | — 
— a : | Kontrolle » > 120 | 32 > | —- 
(iSO) 9 | 0,7 °/o in NaCl 135 | 8 (t = 16) | 29 (t = 16) 

| Kontrolle » 135 32 























0,1°%o in NaCl 150 | 7 (t = 16) | _ 
Phenyl- 1 0,05 ™ 0 » » 150 12 » — 
Kontrolle » » 150 | 28 > o= 
urethan | 0,05%jo in Locke | 95 | 10 (t= 14) | 24 (t= 14) 
Kontrolle » —» 9 | 28 » |25 >» 
" | , 
ma | ee So | = 46 (t = 18) 
alkohol | Kontrolle in Locke 60 | — 42 p 
alkohol | Kontrolle in Locke 100 | we 53 ° 
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gelassen, und dann ihr Sauerstoffverbrauch bestimmt. Hieraus 
ersieht man also gleichzeitig, nimlich aus der Kontrolle, in- 
wieweit die Suspensionsfliissigkeit schadigt. 

Die Druckverminderungen in Millimetern Wasser, die unter 
den angefiihrten Bedingungen erhalten wurden, sind in der 
Tabelle zusammengestellt; unter I die Versuche in dem Urethan 
mit Kontrolle in der Suspensionsflissigkeit ohne Urethan; aus 
I] ist zu ersehen, ob die Beeinflussung der Oxydationen rever- 
sibel ist; hier stehen die Druckverminderungen, die, wie oben 
beschrieben, nach Entfernen der in I verwendeten Suspensions- 
fliissigkeiten erhalten wurden, I und II beziehen sich auf gleiche 
Zeiten: 

Die durch einen Strich umrandeten Zahlen geh6ren immer 
zu einem Versuch. Liest man von oben nach unten, so er- 
gibt sich die Beeinflussung durch die betreffende Substanz; 
liest man von links noch rechts, so erkennt man, inwieweit die 
Beeinflussung reversibel ist. t in Klammern hinter den Druck- 
zahlen bedeutet die Temperatur bei der Sauerstoffbestimmung. 

Es ist noch zu bemerken, dafi manche Urethane von 
Kahlbaum eine ganz erhebliche Dampfspannung zeigen, was von 
Verunreinigungen mit Spuren von Loésungsmitteln herriihrt. 
Solche Praparate sind am besten aus Wasser umzukrystallisieren. 


B. Verteilung von Aceton zwischen einer Salzlésung und den roten 
Blutkorperchen. 


Aceton dringt schnell in lebende Zellen ein. Mischt man 
einen Blutkérperchenbrei mit isotoner Salzlésung, der eine be- 
kannte Menge Aceton zugefiigt ist, zentrifugiert nach einiger 
Zeit und bestimmt das Aceton in der iiberstehenden Fliissig- 
keit, so findet man, dafi viel Aceton eingedrungen ist; jedoch 
nicht soviel, als wenn man die AcetonlOsung mit einer wasse- 
rigen LOsung vermischt hatte. Das Aceton verteilt sich also 
nicht gleichmafig auf Wasser und Blutkérperchen. 

Die Loslichkeitsbeeinflussungen durch gequollene Eiweif- 
korper usw. sind zu wenig bekannt, als daf man aus den 
Acetonbestimmungen direkt berechnen kénnte, der wievielte 
Teil der Zelle wasseriger und der wievielte lipoider Natur ist. 
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Wohl aber kann man die Frage so stellen: Verhalt sich die 
Zelle mehr wie eine wasserige oder mehr wie eine lipoide 
Phase? Nur hierauf kam es in dem Zusammenhang mit den 
Stoffwechselversuchen an. 

Wenn man Aceton in Wasser lést und diese Fliissigkeit 
mit Ol schiittelt, so geht relativ wenig Aceton in das Ol: das 
Konzentration in Ol 
Konzentration in Wasser 

Meyer!) bei 20° 0,2. 

Fiir Verteilungsversuche ist eine genaue Kenntnis des 
Blutkérperchenvolumens notig ; dies bestimmte ich sehr einfach, 
indem ich die Blutkorperchen in einer isotonen NaCl-Lésung mehr- 
mals wusch; 5 ccm des Blutkérperchenbreis in der NaCl-Lisung 
von bekanntem Chlortiter wurden mit 5 ccm einer isotonen 
Na,SO,-Lésung vermischt; dann wurde zentrifugiert und in 
5 ccm der iiberstehenden Fliissigkeit wieder das Chlor titriert 
(immer mit "/10-AgNO, und Chromat als Indikator). Bedingung 
fiir dies Verfahren ist, daB in einer Na,SO,-Lésung kein Chlor 
aus den Blutkérperchen austritt. Wascht man mit Na,SQO,, 
bis die Cl-Reaktion verschwunden ist, so findet man in der 
Tat nach Stunden noch kein Chlor in der Suspensionfliissigkeit. 

Das Aceton wurde jodometrisch nach Messinger in der 
von Embden?) beschriebenen Form bestimmt. 

Beispiel: Ganseblutkérperchen wurden mehrmals in einer 
isotonen NaCl-Losung gewaschen. 5 ccm der NaCl-Losung ver- 
brauchten 7,9 ccm "/1o-AgNO,. Von dem gewaschenen Blut- 
koérperchenbrei wurden je 5 ccm in 2 Zentrifugierglaser (mit 
eingeschliffenem Stopfen) verteilt. In das eine Glas wurden 
5 cem einer isotonen (1,76°/oigen) Na,SO,-Lésung zugefiigt, in 
das andere 5 ccm einer Acetonlésung (in 0,92°/o NaCl, die 
nach Messinger 29,3 ccm Jodlésung verbrauchte. Nun wurde 
umgeschiittelt und nach 10 Minuten zentrifugiert. Aus dem einen 
Glas wurden 5 ccm zur Cl-Bestimmung, aus dem andern 5 ccm 
zur Acetonbestimmung entnommen. Sie verbrauchten: 


Teilungsverhaltnis ist nach Hans 





‘)) Schmiedebergs Archiv, Bd. XLIV. 
*) Abderhalden, Arbeitsmethoden. 
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1.5cem = 1,8 %10-AgNO,. 
2. 5cem =— 16,4 Jodlésung. 
Aus 1. berechnet sich das Volumen der Blutkérperchen zu 
3,5 cem. In diesen 3,5 ccm Blutkérperchen ist eine Acetonmenge 
= 8ccm Jodlésung; in 3,5 cem der Suspensionsfliissigkeit eine 
Acetonmenge = 11,5cem Jodlésung. Daraus berechnet sich fiir das 
Konzentration in den Zellen 


ie ee Salzlésung 

Verhielten sich die Blutkérperchen ganz wie eine wasse- 
rige Phase, so wire das Teilungsverhiltnis 1 zu erwarten; 
verhielten sie sich wie eine lipoide Phase, das Teilungsver- 
haltnis 0,2. 

Aus den bekannten Gefrierpunktsbestimmungen von Hedin’) 
koOnnte man sich iihnliche Zahlen berechnen; doch sind diese 
Bestimmungen nicht an vollstindigen Zellen, sondern an den 
kernlosen Blutscheiben der Séugetiere gemacht. 

Fiir Verteilungsversuche hat Aceton den Vorteil, daB es 
sich sehr genau bestimmen JaBt; den Nachteil, daB seine L6- 
sungsverhiltnisse in Ol nicht mit denen in den wichtigen Zell- 


lipoiden tbereinstimmen. *) 





') Pfliigers Archiv, Bd. LXVIII, S. 242. 
*) Hans Meyer, loc. cit. 


Uber das Vorkommen von Desoxycholsaure in Gallensteinen. 


Von 
William Kiister. 





(Mitteilung aus dem chemischen Institut der tierarztl. Hochschule zu Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Oktober 1910.) 


Das Vorkommen von Desoxycholsaure in den Gallensteinen 
der Rinder ist bisher noch nicht festgestellt worden, doch war 
ihr Auftreten in diesen Gebilden wahrscheinlich, da wenigstens 
Taurocholsaure!) rasch durch Féaulnis zerlegt und die Chol- 
siure dann bei diesem Prozef reduziert werden kann, der bei 
der Bildung der genannten Konkremente gewif eine Rolle 
spielt. Auch haben sowohl Pregl?) wie Langheld®*) betracht- 
liche Mengen von Desoxycholséiure in der rohen Cholsiiure 
nachgewiesen. Da nun das Baryumsalz der Desoxycholsiure 
bedeutend schwerer ldslich ist als das der Cholsiure, und 
man ein gleiches Verhiltnis bei den Calciumsalzen annehmen 
darf, muBte das Eintreten von desoxycholsauren Calcium in 
die sich in der Galle abscheidenden Niederschliige erwartet 
werden. 

Wir sind nun der Desoxycholsaure bei der Aufarbeitung 
von Gallensteinen begegnet, als wir den nach erschépfender 
Behandlung der gepulverten Konkremente mit Ather, heiBem 
Wasser und 10°/oiger Essigsiure verbleibenden Rest‘) einer 
erneuten Extraktion mit Ather zur Entfernung von Fettsiuren 
unterzogen. Es fiel mir auf, daB sich hierbei im Extraktions- 
kolben neben fest am Glase haftendem Bilirubin eine anscheinend 





') Hoppe-Seylers Lehrbuch der physiol. Chemie, S. 290. 
*) Monatshefte f. Chemie, Bd. XXIV, S. 19 (1903). 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLI, S. 378 (1908). 

*) Vgl. Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 69 (1909). 
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schén krystallisierende Substanz abgeschieden hatte, die durch 
Waschen mit kaltem Ather von den hierin leicht ldslichen 
Teilen befreit werden konnte. Ein hartnackig anhaftender griiner 
Farbstoff konnte durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus sie- 
dender 96°/oiger Essigsiure beseitigt werden, aus der sich 
beim Erkalten die Substanz fast quantitativ wieder abschied. 
Das Vorliegen von Desoxycholséure ergab sich nunmehr durch 
die folgenden Beobachtungen: 

a) Die bei 80° getrocknete Substanz zeigte einen un- 
scharfen Schmelzpunkt, das Erweichen begann bei 135°, nach 
der Behandlung mit Chloroform oder nach dem Trocknen bei 
140° wurde der Schmelzpunkt bei 170 resp. 171/2° liegend ge- 
funden. Bei gleicher Temperatur schmolz ein aus siedendem 
Aceton umkrystallisiertes und getrocknetes Praparat. 

b) Aufer dem sehr charakteristischen und bereits er- 
wiihnten Verhalten gegen 96°/oige siedende Essigséure, durch 
welches sich die Substanz scharf von der Cholsaéure unter- 
scheidet, insofern letztere auch nach dem Erkalten geloést bleibt, 
zeigte unser Priparat auch gegeniiber Alkohol die fiir Desoxy- 
cholsaiure typische Leichtléslichkeit,!) durch welche sie sich 
von der Choleinséure wesentlich unterscheidet. 

c) a) Die Pettenkoffersche Reaktion fiel positiv aus. 

8) Beim Verdiinnen einer aus 0,02 g Substanz in 0,5 ccm 
Alkohol hergestellten und mit 1 cem !/10-n-Jodlésung versetzten 
Losung durch viel Wasser entstand ein orange gefarbter Nieder- 
schlag. 

d) Die Substanz léste sich in Natriumearbonat unter Ent- 
wicklung von Kohlendioxyd auf und gab sich hierdurch als 
eine Siiure zu erkennen. Die alkalische LOsung derselben wurde 
durch Permanganat erst nach vielstiindiger Einwirkung sichtbar 
angegriffen. In dieser Reaktion macht sich der Mindergehalt 
an Sauerstoff gegeniiber der Cholsadure deutlich bemerkbar, 
denn eine alkalische Lésung der letzteren entfarbt Permanganat 
nach 1—2 Minuten. ?) 


') Mylius, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIX, S. 375 (1886), 
?) E. Letsche, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 217 (1909). 
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e) Das Ergebnis der Titration (0,3086 g Subst., in Alkohol 
geloést, erforderten 8,05 cem !\10-n-NaOH) sprach fiir das Vor- 
liegen einer einbasischen Saure C,,H,,O, (Molekulargew. 392), 
fiir die sich 7,87 ccm berechnen, und 

f) die Analyse ergab Werte, die mit den aus dieser Formel 
berechneten Werten Ubereinstimmung zeigten. 

0,1566 g Subst. (bei 140° getrocknet) gaben 0,4239 g CO, u. 0,1430 g H,0O. 


Berechnet fir C,,H,,9, : Gefunden : 


°% CG = 73,46 73,8 
%> H = 10,21 10,15 

Eine qualitative Probe hatte die Abwesenheit von Stick- 
stoff ergeben. Die bisher erhaltenen Mengen waren auber- 
ordentlich geringe, es ist nicht ausgeschlossen, dafi bedeutendere 
sich in den wasserldslichen Anteilen befunden haben, da ja 
eine LOsung von cholsaurem Baryum das desoxycholsaure Salz 
ebenfalls in Lésung bringt. Hierauf soll bei weiteren Unter- 
suchungen von Gallensteinen geachtet werden. Was die Tren- 
nung der Cholsdure von der Desoxycholsiéure betrifft, so haben 
wir mit Bezug auf unsern Befund, daf letztere sich allmiéihlich 
durch Ather extrahieren laBt, auch ein Priparat von roher 
Cholsaure, das uns Herr Privatdozent Dr. Letsche in Tiibingen 
freundlichst zur Verfiigung stellte, im Soxhletschen Apparat 
einen Tag mittels wasserfreien Athers extrahiert, wobei sich 
zeigte, daB von 5 g grade die Halfte in L6sung gegangen war. 
Es handelte sich aber auch bei den gelésten Teilen lediglich 
um Cholséure. Die Ausfiihrung der Versuche und Analysen 
hat mein Assistent, Herr Apotheker Weller, auf meine Ver- 
anlassung unternommen, ich danke ihm auch an dieser Stelle 
fiir seine Mitwirkung. 


Stuttgart, im Oktober 1910. 











Kieinere Mitteilungen. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1910.) 


I. Uber das Verhalten des Hefegummis bei der Autolyse 
und alkoholischen Garung. 


Wiederholt habe ich mich dahin ausgesprochen, daB die 
Autolysefliissigkeit aus Hefe Hefegummi enthalte (Mannan, viel- 
leicht mit Beimischung von etwas Dextran), jedoch keine ge- 
naueren Angaben Uber die Isolierung dieses Gummis und seine 
Mengenverhiltnisse gemacht. Im folgenden méchte ich diese 
Liicke ausfiillen. 

Es wurden in der Regel 50 g Prebhefe mit 500 ccm 
Chloroformwasser (ohne weiteren Chloroformzusatz) auf der 
Schiittelmaschine gut durchgeschiittelt, dann ca. 70 Stunden 
bei 40° digeriert, die Mischung durch ein Filter Schleicher 
und Schill 597 filtriert. Durch wiederholtes Zuriickgiefien 
event. durch nochmaliges Filtrieren des Filtrates, nachdem es 
einen Tag lang gestanden hatte, gelang es fast immer, ein 
ganz klares Filtrat zu erhalten. Auf diesen Punkt ist beson- 
derer Wert zu legen, da im anderen Falle — bei Gegenwart 
von Hefezellen im Filtrat — der Nachweis von Hefegummi 
nicht beweisend gewesen ware. 

Es wurde nun versucht, aus diesem, durch Eindampfen 
von Chloroform befreiten und konzentrierten Filtrat auf dem 
sonst von mir') eingeschlagenen Wege durch Zusatz von 
Fehlingscher Lésung und Natronlauge und Erwérmen die 
Kupferverbindung des Gummis und aus dieser durch Behandeln 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 499 (1894). 
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mit Salzséure und Alkohol das Gummi zu isolieren. Dabei er- 
wies sich aber das in reichlicher Menge ausgeschiedene Kupfer- 
oxydul als sehr stérend, da es einerseits durch das Filter 
ging, anderseits zur Auflésung des auf dem Filter bleibenden 
bei der Schwerléslichkeit des Kupferchloriirs viel Salzsiiure und 
Wasser erforderlich waren. Das Verfahren erwies sich als un- 
geeignet. Von der Fallung des Gummis durch andere Metall- 
salze wurde abgesehen, da man von keinem derselben eine 
ausschlieBliche Faéllung des Gummis erwarten konnte. Mit ge- 
ringer Hoffnung auf Erfolg versuchte ich schlieBlich die vor- 
giingige Ausfallung des Gummis mit Alkohol: ganz gegen meine 
Erwartung lieferte dieses Verfahren ein befriedigendes Ergebnis. 

250 ccm des Filtrates wurden auf etwas weniger als 25 ccm 
eingedampft, im Mefzylinder durch Wasserzusatz auf 25 cem 
gebracht, dann in 200—220 cem Alkohol absolutus eingegossen, 
der MeBzylinder mit einigen Tropfen Wasser nachgespiilt. Nach- 
dem die Mischung 24 Stunden gestanden hatte, hatte sich am 
Boden des Becherglases ein ziéher, festhaftender Niederschlag 
ausgeschieden, von dem sich die alkoholische Lésung ohne 
jeden Verlust abgiefien liefi. Der Niederschlag wurde mit Alkohol 
abgesptlt, dann durch AufgieBen einer geringen Quantitiét von 
warmem Wasser gelost : es resultierte eine fast ganz klare Losung. 
Dieselbe wurde mit frischbereiteter Fehlingscher Losung und 
etwas Natronlauge versetzt und einige Zeit erwiirmt; es schied 
sich der charakteristische blaulich-weifbe Niederschlag der Gummi- 
kupferverbindung aus, der sich allméhlich so zusammenballte, 
da die Fliissigkeit ohne merklichen Verlust abgegossen werden 
konnte. Der Niederschlag wurde in mdglichst wenig Salzsiure 
unter vielfachem Umschwenken ohne Erwirmen geldst, die 
Lisung sofort mit einer relativ reichlichen Quantitaét Alkohol 
absolutus versetzt und bis zum nichsten Tage stehen gelassen. 
Um die Abscheidung des Gummis zu beférdern, wurde Ofters 
noch etwas Ather hinzugefiigt. Nicht immer gelang es indessen, 
die Trennung der Gummikupferverbindung durch einfaches Ab- 
gieiien der Fliissigkeit zu bewirken, der Niederschlag mubte 
dann abfiltriert und auf dem Filter in Salzsaéure gelost werden. 
Da man nur wenig nachwaschen darf, ist das Gummi dabei 
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natiirlich nicht vollstandig erhalten worden. — Nach eintégigem 
Stehen wurde filtriert, der Niederschlag mit Alkohol siurefrei 
gewaschen, dann der Alkohol durch Ather verdriingt. Nach 
dem Trocknen an der Luft oder iiber Schwefelséure unter 
Luftverdiinnung wurde so das Hefegummi als schneeweifbes 
Pulver erhalten, indessen immer nur in geringer Quantitit. 

Daf es sich in der Tat um Hefegummi handelte, wurde 
durch folgendes Verhalten festgestellt: 1. die heif bewirkte 
wisserige LOsung gab mit Fehlingscher Losung wieder den 
charakteristischen bliulich-weifBen Niederschlag ; 2. beim Kochen 
der Loésung mit dem gleichen Volumen Salzsaéure von 1,124 D 
wiihrend einer Minute im Reagenzglas wurde eine die Feh- 
lingsche Lésung unter Ausscheidung von rotem Kupferoxydul 
reduzierende Lésung erhalten; 3. die Lésung blieb bei Zusatz 
von Ammoniak und Silbernitratl6sung vollig klar, enthielt also 
keine Purinbasen, die eigentlich zu erwarten gewesen wiiren. 
— Das erhaltene Gummi war aschefrei. 

Um zu sehen, ob in den Alkoholauszug kein Gummi tiber- 
gegangen war, wurde derselbe verdunstet, der Riickstand in 
Wasser und Natronlauge geldst, die LOsung mit Fehlingscher 
Losung gepriift; es konnte kein Gummi nachgewiesen werden. 

Anderseits tiberzeugte ich mich von dem Gehalt des 
alkoholischen Auszuges an Purinbasen. Der beim Verdunsten 
desselben gebliebene Riickstand wurde mit Wasser unter Zu- 
satz von Salpetersiiure — um etwaige die Fiallbarkeit der Purin- 
basen stérende Substanzen zu zerstOren — erwaérmt, mit Am- 
moniak alkalisiert und mit Silbernitrat versetzt: es entstand 
ein reichlicher Niederschlag der Silberverbindung der Purin- 
basen, aus dem diese selbst auf dem iiblichen Wege isoliert 
werden konnten. 

In einigen Fallen wurde das Gummi auf einem gewogenen 
Filter gesammelt und bei 120° getrocknet. 250 ccm Filtrat 
gaben 0,0735 resp. 0,085 g, also fiir das ganze Filtrat 0,147 
resp. 0,170 g, oder fiir 100 g Hefe 0,294 resp. 0,340 g. Auf 
die Frage, welcher Anteil des Gesamtgehaltes der Hefe an 
Gummi in Lésung gegangen ist, werde ich weiter unten ein- 
gehen. — 
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Uber das Verhalten des Hefegummis bei der alkoholischen 
Gadrung ist meines Wissens nichts bekannt. 

Zur Feststellung desselben wurden 50 g Prebhefe mit 
1 1 10°/oiger Zuckerlésung — in anderen Fallen auch nur mit 
500 ccm Zuckerlésung — bei 40° digeriert. Es kam teils Rohr- 
zucker, teils Traubenzucker zur Anwendung, im letzteren Falle 
die Handelssorte «wasserfrei, kiuflich» von Kahlbaum. Da 
es mir auf eine mdglichst energisch verlaufende Giirung an- 
kam, so wurde folgendermafien verfahren: 50 g Hefe wurden 
zuerst in 500 ccm Wasser durch kurzes Schiitteln mit der 
Schiittelmaschine aufs feinste verteilt, dann die 50° warme 
Losung von 100 g Zucker in 500 ccm Wasser hinzugesetzt. 
Schon nach einer halben Stunde war die Gérung in vollem 
Gang, nach 22stiindigem Verweilen im Thermostaten bei 40° 
war sie beendigt, wenigstens insoweit, als direkte Proben mit 
Fehlingscher Loésung keine Reduktion mehr gaben. 

Auch hier gelang es, durch wiederholtes Zuriickgiefen 
ganz klare Filtrate zu erhalten, jedoch dauerte die Filtration 
sehr lange. Da sich diese Filtrate erfahrungsméfig sehr schnell 
unter Bakterienentwicklung triiben, muBte ich darauf Bedacht 
nehmen, die Bakterienentwicklung zu verhindern. Zu dem 
Zweck wurde in den Zylinder, der das Filtrat aufnahm, etwas 
Chloroform gegossen, dieses mit den ersten Anteilen des Fil- 
trates geschiittelt und wihrend der Filtration ab und zu um- 
geschwenkt. Dies reichte aus, um die Filtrate, die schwach 
weingelbe Farbung zeigten, ganz klar zu halten. 

Die Verarbeitung auf Gummi geschah in derselben Weise 
wie bei der Autolysefliissigkeit. Dabei machte sich aber ein 
wesentlicher Unterschied bemerkbar. Der durch Alkohol in 
dem eingeengten Filtrat bewirkte Niederschlag war nicht, wie 
dort, zih und am Boden haftend, sondern flockig, sodaf Fil- 
tration nicht zu umgehen war. Der mit Alkohol gewaschene 
Niederschlag wurde durch Aufgiefen von heiBem Wasser, wieder- 
holtes ZurtickgieBen und schlieflich Auswaschen mit wenig Wasser 
— soweit er aus Hefegummi bestand — gelést. Da ich das 
Volumen der Lésung mdglichst gering zu halten wiinschte, ist 
dabei wohl nicht alles Gummi gelést; die Zahlenangaben sind 
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also etwas zu niedrig. Das weitere Verfahren war ebenso wie 
bei der Autolyse; es lieferte gleichfalls ein schneeweifes Pulver, 
das sich als Gummi charakterisierte. 

Auch in diesem Falle tiberzeugte ich mich einerseits von 
der Vollstindigkeit der Fallung durch Alkohol, anderseits von 
dem Gehalt der sauren Alkoholl6sung an Purinbasen. In einem 
Falle wurde der Silberniederschlag quantitativ gesammelt, aus- 
gewaschen und getrocknet. Durch Gliihen desselben erhielt 
ich aus der Hiilfte des Filtrats, also 25 g Hefe entsprechend, 
0),0928 g metallisches Silber, das sich ganz klar in Salpeter- 
siiure léste, auf 100 g Hefe also 0,3712 g. Das entspricht 
0,144 g Hypoxanthin. Die Gegenwart von Purinbasen in der 
Fliissigkeit bei der alkoholischen Gérung hat schon Neuberg') 
angegeben. Sehr bemerkenswert erscheint mir die Léslichkeit 
der salzsauren Basen, wenigstens unter den bei dem Versuch 
herrschenden Bedingungen, in Alkohol. 

Auch hier wurde das Gummi einigemal bestimmt und 
fast ganz dieselben Werte erhalten wie bei der Autolyse, namlich 
auf 100 g Hefe berechnet 0,3208 resp. 0,360 g. Auf grofe 
Genauigkeit machen diese Bestimmungen aus den oben eror- 
terten Griinden natiirlich keinen Anspruch. 

Welcher Anteil des in der Hefe enthaltenen Gummis geht 
nun bei der Autolyse resp. Alkoholgérung in Losung? 

Ich habe friiher?) angegeben, daf der Gehalt der Preb- 
hefe an Gummi fast genau 2°/o betrage. Diese Angabe mub 
ich berichtigen oder wenigstens einschrénken. Sie gilt nur 
fiir die |. ec. angegebenen Bedingungen der Darstellung des 
(;ummis aus Hefe in gréferem Mafstabe, aber nicht allgemein. 
Bei der Verarbeitung kleinerer Mengen von Hefe und Anwen- 
dung eines anderen Verfahrens erhalt man weit mehr Hefegummi. 

50 g PreBhefe wurden durch Schiitteln mit 900 cem Wasser 
in der Schiittelmaschine aufs feinste verteilt, dann in einer 
emaillierten Eisenschale unter Zusatz von 100 ccm Natronlauge 
von 1,34 D erhitzt. Schon nach kurzem Erhitzen léste sich 
die Hefe scheinbar vollstandig zu einer triiben Fliissigkeit auf. 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. XXIV, S. 432 (1910). 
?) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 499 (1894). 
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Dieselbe wurde nach dem Erkalten durch geringen Wasser- 
zusatz auf 1000 ccm ergiinzt und lingere Zeit in einem hohen 
Zylinder zur Klérung, die sehr langsam und nicht ganz voll- 
stindig erfolgt, stehen gelassen. 100 cem geben 0,2696 g ganz 
reines bei 115° getrocknetes Gummi. Das entspricht einem 
Prozentgehalt von 5,39, also weit mehr als das Doppelte des 
friher angegebenen. Demnach ist sowohl bei der Autolyse als 
auch bei der Garung nur ein verhaltnismaébig unbedeutender 
Bruchteil, etwa !/1s—'/is, in L6sung gegangen. Dieses Ergebnis 
ist namentlich beziiglich der Autolyse, bei der man einen weit- 
gehenden Zerfall der Zellen voraussetzen sollte, sehr auffiillig. 

Die Frage nach dem Verbleib des gréferen Anteils des 
Hefegummis braucht kaum aufgeworfen zu werden. Es liegt 
kein Grund vor, etwas anderes anzunehmen, als da es in 
beiden Fallen — Giirung und Autolyse — unangegriffen bleibt, 
denn das Gummi ist weder girungsfihig, noch ist bisher ein 
hydrolytisches Ferment bekannt, durch welches es angegriffen 
wird. Tats&chlich enthilt die restierende Hefe in beiden Fallen 
sehr grofe Mengen Gummi; ob gerade die Quantitit, welche 
der Differenz zwischen der urspriinglich vorhandenen und der 
in Losung gegangenen entspricht, habe ich freilich nicht unter- 
sucht, ein solcher Versuch wirde auch kaum ausfiihrbar sein. 


2. Uber das optische Verhalten der Milchsaure eines Fleischpraparates. 


Ich habe friiher mitgeteilt, daB in lange Zeit aufbewahrten 
Proben eines amerikanischen, Meat-Juice genannten Fleisch- 
priparates die Paramilchsiiure mehr und mehr, entsprechend 
dem Alter des Priparates, in inaktive Milchsdure tibergegangen 
war.') Zufiallig fand ich kiirzlich unter den Bestinden des 
Laboratoriums noch ein Flischchen des genannten Priiparates 
mit der Aufschrift 1883. Ich habe die Gelegenheit benutzt, 
um zu sehen, ob vielleicht, wie nach dem Alter des Priipa- 
rates zu vermuten war, die Fleischmilchsiéure vollstandig in 
inaktive tibergegangen sei, und zu dem Zweck das etwaige 
Drehungsvermogen der dargestellten Milchséure untersucht, was 





1) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 237. 
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bisher nicht geschehen war, weil mir der damals zur Ver- 
fiigung stehende Apparat nicht empfindlich genug erschien. 

Aus der Lésung des Meat-Juice wurde die Milchséure wie 
gewOhnlich isoliert. Zur Feststellung der Zirkularpolarisation 
wiihlte ich die Milchséure selbst, weil man in der Lage ist, 
eine mOglichst konzentrierte Losung derselben zu untersuchen, 
wihrend das Zinksalz bei seiner geringen Loslichkeit nur eine 
verhiltnismifig diinne LOsung zu untersuchen gestattet. Man 
ist also, wenn auch die optische Aktivitét der Milchsaéure selbst 
weit geringer ist als die des Zinksalzes, immer noch im Vor- 
teil. Die Konzentration der Milchsiéiurelésung wurde nachtraglich 
durch Titrieren mit "/:0o-Lauge unter Anwendung von Lacmoid- 
Malachitgriin und gleichzeitig Lackmuspapier als Indikator be- 
stimmt. Leider ging ein erheblicher Teil der Milchsaure durch 
einen nicht sichtbaren Rif innerhalb der Fassung der Polari- 
sationsrOhre verloren, auferdem wurde die Losung durch Bei- 
mischung von Bestandteilen des Kittes getriibt. Die Entfernung 
der Triibung unter Beihilfe von Kohle fiihrte natiirlich einen 
weiteren Verlust herbei, soda sich der Gehalt der untersuchten 
Losung an Milchsaure nicht héher als zu 16,3°/o ergab. Diese 
LLOsung, in einem gréSeren Lippichschen Apparat untersucht, 
zeigte keine sicher bestimmte Rechtsdrehung, jedenfalls nicht 
mehr als 2—3 Hundertstel eines Grades (bei dem von mir 
benutzten Apparat geschieht die Ablesung nicht in Graden und 
Minuten, sondern in Graden und Hundertstel-Graden). Die Racemi- 
sierung war also im Laufe der Jahre vollstandig oder nahezu 
vollstiindig geworden. Als Agens, das die Racemisierung be- 
wirkt hat, kénnte man vielleicht den hohen Gehalt des Pra- 
parates an primérem Kaliumphosphat ansehen. 

Auch in dieser Probe hatte sich ein betrachtlicher kry- 
stallinischer Niederschlag von Magnesiumlactat Mg(C,H,0,), 
-+- 3 H,O ausgeschieden, das Gewicht desselben betrug nach 
dem Umkrystallisieren lufttrocken 1,0014 g (aus dem Inhalt 
eines Flaschchens), das Mg-Salz wurde, da seine Schwerlés- 
lichkeit keine Bestimmung der Zirkularpolarisation §gestattet, 
durch lingeres Erwirmen mit Na,CO,-Lésung (etwa das 11/2- 
fache der berechneten Menge) in das Na-Salz tibergefiihrt. Das 








Kleinere Mitteilungen. 473 


ausgeschiedene MgCO, wurde abfiltriert und ausgewaschen. 
Merkwiirdigerweise schied sich beim Eindampfen der Lésung 
des Na-Salzes immer wieder aufs neue MgCO, aus, indessen 
gelang es schlieflich, dasselbe fast ganz loszuwerden, eine Spur 
MgCO, enthielt allerdings die untersuchte Lésung noch sus- 
pendiert, doch hinderte dieser Umstand die Untersuchung nicht, 
da sich das suspendierte MgCQ, bei der horizontalen Lage des 
Beobachtungsrohres allmihlich unten ablagerte. Die unter- 
suchte Lésung hatte ein Volumen von 6 ccm. Eine Drehung 
war absolut nicht zu konstatieren. Wenn man die geringen, 
durch die mehrfachen Filtrationen herbeigefiihrten Verluste — es 
wurde stets sorgfaltig nachgewaschen — nicht in Betracht zieht, 
enthalt die untersuchte Losung 0,7642 g Milchsiiure = 11,7°/o 
oder 0,786 g wasserfreies Natriumlactat — 13,1°/o. Eine op- 
tische Wirksamkeit hitte sich in dieser L6sung, wenn vor- 
handen, jedenfalls bemerkbar machen miissen. In Uberein- 
stimmung mit dem friiheren Ergebnis bestand also auch diese 
Ausscheidung ausschlieSlich aus dem Mg-Salz der inaktiven 
Milchsiiure. 


3. Uber Phytosterin und Cholesterin. 


1. Hoppe-Seyler hat wiederholt auf das Vorkommen 
eines cholesterinartigen Korpers — man wiirde jetzt sagen: 
eines in die Reihe der Sterine geh6renden Ko6rpers — in Pflanzen- 
6dlen hingewiesen. Er hielt denselben fiir identisch mit dem 
Cholesterin aus Gallensteinen, was sehr erklirlich ist, da andere 
Cholesterine damals nicht bekannt waren und Hoppe-Seyler 
den cholesterinartigen K6rper augenscheinlich nicht naher unter- 
sucht hat. 

Im Jahre 18871) gelang es mir dann, zu zeigen, dab dieses 
Cholesterin mit dem inzwischen von Hesse in den Calabar- 
Bohnen aufgefundenen Phyiosterin identisch sei. Ich konnte dieses 
Phytosterin, das sich aufer durch den Schmelzpunkt auch, wie 
ich fand, durch seine charakteristische mikroskopische Krystall- 
form von dem Cholesterin unterscheidet, aus Riibél, Leindl, 
Baumwollsamenol, Kokosnufbfett, Palmkernél, Olivenol dar- 





1) Zeitschr. f. analyt. Chem., Bd. XXVI, S. 569 u. ff. (1887). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXIX. 31 
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stellen, dagegen nicht aus dem durch Pressen des Fruchtfleisches 
der Olpalme (Elais guineensis) gewonnenen Palmdl erhalten. Ob 
meine aus diesen Beobachtungen abgeleitete Ansicht, dai das 
Phytosterin nur den Samendlen zukomme, richtig ist, mag hier 
unerOrtert bleiben. Auf die Tatsache, dafi in den tierischen 
Fetten Cholesterin enthalten ist, in den Pflanzenfetten dagegen 
Phytosterin, griindete ich ein Verfahren zum Nachweis einer 
Beimischung von Pflanzenfett zu Tierfett, speziell zu dem damals 
den Ausgangspunkt meiner Untersuchung bildenden Lebertran. 
las bei diesem Nachweis eingehaltene Verfahren, das spiter 
von BOmer weiter ausgebaut ist, habe ich in allen Einzel- 
heiten beschrieben. 

Dieser Tatbestand kommt in der einschlagigen Literatur 
vielfach nicht zum Ausdruck, und dieser Umstand veranlabt 
mich, auf denselben hinzuweisen. Dafi die Darstellung des 
Gegenstandes in der Literatur vielfach unrichtig ist, dafiir 
einige Beispiele. In einer zufallig zu meiner Kenntnis gelangten 
Dissertation von Hauth, Freiburg 1907, wird die Auffindung 
des Phytosterins im Baumwollsamen6l BOmer zugeschrieben 
(Zeitschrift fiir die Untersuchung von Nahrungs- und Genub- 
mitteln, Bd. I], S. 705, 1901),1) im Riib6l Schweissinger 
(Chem. Zentralblatt, 1891, Bd. I], S. 229).1) Aber weder 
somer noch Sehweissinger, noch irgend ein Anderer hat 
das Phytosterin als Bestandteil der Pflanzendle entdeckt; ich 
kann diese Entdeckung vielmehr mit allem Recht fiir mich 
in Anspruch nehmen. In einer Ubersichtstabelle fiihrt Hauth 
mich als Autor fiir das Vorkommen von Phytosterin in «ver- 
fiilsechtem Lebertran» an. ‘Tatséchlich aber habe ich nicht 
«verfiilschten Lebertran» untersucht, sondern ich habe mir selbst 
Mischungen von Lebertran und Pflanzenélen dargestellt, deren 
bis dahin unbekannten Phytosteringehalt ich aufgefunden hatte. 

2. Vielfach wird in der Literatur BOmer als derjenige 
angefiihrt, der zuerst empfohlen hat, zum Nachweis von Pflanzen- 
fetten in Tierfetten den Phytosteringehalt der ersteren zu be- 
nutzen. Tatsichlich habe ich nicht allein die Anregung dazu 


') Ich zitiere nach Hauth. 
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gegeben, sondern durch eine Reihe von Versuchen mit Mischungen 
|. ec. die praktische Brauchbarkeit des Verfahrens erwiesen. 
Der Umstand, dafi nach Bomer das Phytosterin dem vor- 
handenen Cholesterin seine Krystallform aufdriingt, ist dabei 
gleichgiiltig, ja im Gegenteil fiir die Feinheit des Nachweises, 
der ja nur ein qualitativer ist, forderlich. DaS& Bomer die 
Methode durch Darstellung des Essigesters verbessert hat, kann 
und soll nicht geleugnet werden, aber als Urheber der Methode 
genannt zu werden, darauf habe ich Anspruch. 

3. Mehrfach habe ich in der Literatur die Angabe ge- 
funden, H. Pribram!') habe zuerst die Vermutung ausgesprochen, 
dafi der Cholesteringehalt der Blutkérperchen vielleicht den 
Zweck habe, die Blutkérperchen vor méglicherweise mit der 
Nahrung eingefiihrten oder im Organismus gebildeten hiémo- 
lytischen Substanzen zu schiitzen. Tatsachlich liegt die Sache 
so, dafi Pribram seine Versuche tiber die Resorbierbarkeit des 
Cholesterins, in O] gelist, auf meine Anregung und unter meiner 
Leitung ausgefiihrt hat — die hamolytischen mit freundlicher 
Unterstiitzung von Morgenroth — und ich?) die Pribram 
zugeschriebene Ansicht bereits einige Zeit vorher ausgesprochen 
habe, worauf auch ein Zitat von K. Reicher*) hinweist. 


4. Uber ein eigentiimliches Verhalten der Alkaliphosphate. 


Gelegentlich der Untersuchung des in der 2. Mitteilung 
erwiihnten amerikanischen Fleischpriparates machte ich die 
auffallende Beobachtung, dafi dasselbe bei reichlichem Zusatz 
von Natronlauge zu einem Krystallbrei erstarrte. Als eine 
kleine Quantitaét des Priiparates einige Wochen offen im Becher- 
glaschen, mit einem Uhrglas bedeckt, gestanden hatte und ich 
mich aufs neue von diesem auffallenden Verhalten tiberzeugen 
wollte, trat die beschriebene Erscheinung zu meiner Uber- 
raschung nicht mehr ein. Bei néherer Betrachtung zeigte sich 
der Boden des Bechergliischens bedeckt mit grofien, harten, 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. I, S. 413 (1906). 

2) Berl. klin. Wochenschr., 1906, Nr. 14. Sitzung der Gesellsch. 
der Charit.-Arzte am 1. Febr. 1906. 

5) Berl. klin. Wochenschr., 1908, Nr. 41 u. 42. 


31* 
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glanzenden Krystallen. Nachdem die tiberstehende Fliissigkeit 
abgegossen, die Krystalle durch Abspiilen und Absaugen auf 
Filtrierpapier und Liegenlassen an der Luft gereinigt und ge- 
trocknet waren, betrug ihr Gewicht nicht weniger als 2,352 g 
aus ca. 50 cem Meat Juice. Die Krystalle, von denen eine 
zerriebene Probe bei 110° nicht an Gewicht abnahm, schmolzen 
am Platindraht zu einer klaren, beim Erkalten sich triibenden 
Perle, gaben intensive Kaliflamme. Die stark sauer reagierende 
LoOsung gab Niederschliige mit Platinchlorid, sowie mit Natrium- 
kobaltinitrit, enorme Phosphorsiurereaktion, keine Chlorid- 
reaktion, die Krystalle bestanden also augenscheinlich aus Mono- 
kaliumphosphat. Es lag nahe, anzunehmen, dal} das Ausbleiben 
des Erstarrens beim Natronlaugezusatz mit dem Auskrystallisieren 
des Kaliumphosphats in Zusammenhang stehe. War diese Ver- 
mutung richtig, so mufte die Lésung der Krystalle die Er- 
scheinung des Erstarrens bei Zusatz von Natronlauge zeigen; 
das war in der Tat der Fall. 

Es ist meines Wissens nicht bekannt, daB Lésungen von 
Kaliumphosphat bei Natronlaugezusatz erstarren. Bei einigen 
Versuchen, die ich hieriiber mit KH,PO, anstellte, zeigte sich, 
dab eine 10°/oige LOsung bei Zusatz von etwa !/3-—?/5 Volumen 
Natronlauge von 1,34 D sofort oder doch sehr schnell erstarrte, 
eine 5°/oige nach einiger Zeit, eine 21!/2°/oige nicht mehr. 
Zusatz gréBberer Mengen Natronlauge beschleunigte den Ein- 
tritt der Erscheinung. 

Verdiinnt man den Krystallbrei mit wenig Wasser, sodab 
er filtrierbar wird, und saugt ihn dann ab, so bleibt eine asbest- 
artig verfilzte Krystallmasse zuriick, die natirlich stark natron- 
haltig ist. Die Krystalle sind in Wasser auBerst leicht ldslich, 
das anhangende Natriumhydroxyd 1l4Bt sich also nicht durch 
Waschen mit Wasser entfernen. Dagegen erhalt man sie ziem- 
lich frei von anhaéngendem Natriumhydroxyd, wenn man die 
5°/oige Lésung von KH,PO, mit ?/s; Volumen Natronlauge von 
1.34 D versetzt oder ein wenig mehr, dann, sobald die Masse 
erstarrt ist, das mehrfache Volumen 50°/oigen Alkohols hinzu- 
setzt, gut durchriihrt, absaugt und zuerst mit 50°/oigem, dann 
mit 90°/oigem Alkohol nachwischt. Man erhialt so einen weifen 
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zusammenhdngenden Krystallkuchen duferst feiner Nadeln, die 
sich sehr leicht mit stark alkalischer Reaktion in Wasser lésen. 

Ich hatte erwartet, dafi diese Verbindung Natriumkalium- 
phosphat sein werde, zu meiner Uberraschung stellte sich aber 
heraus, daB sie nicht die geringste Spur Kalium enthiilt. Die 
Reaktion mit Platinchlorid und mit Natriumkobaltinitrit _fiel 
giinzlich negativ aus. 

Zur Analyse wurde das Salz aus Wasser umkrystallisiert. 
Der beim Eindampfen der Lésung erhaltene Krystallbrei wurde 
mit 50°/oigem Alkohol angerithrt, abgesaugt, damit gewaschen, 
dann mit 90°/oigem und an der Luft getrocknet. Der Verbindung 
kommt die Formel Na,PO, +- 10 H,O zu, ca. 9 Molekiile Wasser 
entweichen beim Trocknen bei 115—120°, das letzte erst bei 
gelinder Rotglut. 

1. 0,6816 g verloren bei 115—120° 0,3396 g = 49,82 °/o (berechnet 49,69 °/0), 
beim Gliihen im ganzen 0,5566 g = 52,32°/o (berechnet fiir 10 Molekiile 
52,33 °/o). 

Der beim Gliihen gebliebene Riickstand im Gewicht von 
0,325 g gab 0,2122 Mg,P,0, = 41,75 9/0 P.O; (berechnet 43,29 °/o). 
2. 0,7206 g verloren beim Erhitzen zu schwacher Rotglut 0,3766 g Wasser 

== 52,26°/o (berechnet fiir 10 Molekiile 52,32 °/o). 

Der Phosphorsauregehalt entspricht allerdings nicht ganz 
dem berechneten Gehalt: vermutlich hiaingt dies von einer nach- 
weisbaren Beimischung von Na,CQ, ab, die wohl kaum ganz zu 
vermeiden ist. Trotz dieser Differenz diirfte an der Zusammen- 
setzung nicht zu zweifeln sein. 

Ebenso erstarren 10°/oige Losungen von NaH,PO, und 
NH,H,PO,!) beim Zusatz von !/s—?!5 Volumen Natronlauge 
von 1,34 D zu einem Krystallbrei. Die Schnelligkeit der Aus- 
scheidung des tertiiren Natriumphosphats hiangt von _ ver- 
schiedenen schwer zu tibersehenden Momenten ab. So erstarrt 
Ofters ein Gemisch, dessen Erstarrung zégert, beim Umgieben 
aus den in der Regel benutzten Becherglaschen in ein Reagenz- 
glas und Schiitteln fast momentan. Selbstverstindlich tritt die 





') Da die Molekulargewichte der benutzten Verbindungen einander 
sehr nahe liegen, habe ich es fiir tiberfliissig gehalten, iquimolekulare 
Lésungen anzuwenden. 
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Erscheinung auch mit den sekundaren Salzen ein (wenigstens 
dem Na- und NH,-Salz, das K-Salz habe ich nicht untersucht), 
hier sogar noch schneller. 

Man sollte annehmen, daf die krystallinische Ausschei- 
dung um so schneller erfolgt, je konzentrierter die Losung des 
KH,PO, ist, vorausgesetzt, dai man soviel Natronlauge hinzu- 
setzt, als zur Bildung des Salzes Na,PO, erforderlich ist, bezw. 
etwas mehr. Das ist aber nicht der Fall, eine 20°/oige Lésung 
braucht weit mehr Zeit. Dies liegt mindestens z. T. an der 
auftretenden Temperaturerhdhung. Es wurden in der Regel 
25 ecm Phosphatl6sung angewendet und 8—9 ccm Natronlauge 
resp. bei 20°/oiger Phosphatl6sung 17—18 ccm. Beim Mischen 
stieg die Temperatur, wenn die Ausgangstemperatur 22° be- 
trug, bei 10°/oiger Phosphatlésung auf 35—36°, bei 20°/oiger 





dagegen auf 45—46°. 

Wendet man gréfere Mengen Natronlauge an, z. B. das 
gleiche Volumen bei 10°/oiger Phosphatlésung, so erfolgt die Er- 
starrung momentan. Kalilauge tibt keinen Effekt aus. Auch eine 
konzentrierte L6sung von Liebigschem Fleischextrakt erstarrt 
hei Zusatz des gleichen Volumens Natronlauge zu einem Brel 
feiner mikroskopischer Nadeln. Dabei macht sich tbrigens 
starke Ammoniakentwicklung bemerkbar. Beim Absaugen auf 
Tonplatten bleibt eine weibe Schicht verfilzter Nadeln zuriick, 
die reichlich Phosphorséure und Natrium enthalten — eine 
weitere Untersuchung hielt ich fiir tberfliissig —, offenbar 
gleichfalls Trinatriumphosphat. 


5. Uber eine Verbesserung der Schererschen Reaktion auf Inosit. 


Die Scherersche Inositreaktion wird bekanntlich meistens 
so angestellt, daf man eine kleine Quantitét Inosit in Salpeter- 
siiure list, die Lésung fast bis zur Trockene verdampft, zum 
Riickstand etwas Ammoniak, dann einen Tropfen Chlorcalcium- 
ldsung hinzufiigt und vorsichtig zur Trockene dampft: es tritt 
dann eine rosenrote auf Bildung von Rhodizonsaéure beruhende 


Firbung ein. 
Man braucht nicht notwendig so zu verfahren. Vor allem 
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kann man das Ammoniak!) ganz fortlassen, die Reaktion wird 
dadurch nicht beeintrachtigt. Ich habe friiher empfohlen,?) die 
Probe so anzustellen, dafi man die fiir Inosit gehaltene Substanz 
zuerst mit einigen Tropfen Chlorcalciumlésung abdampft, den 
Riickstand mit Salpetersiure verdampft und aufs neue ver- 
dunstet, da ich mich iiberzeugt zu haben glaubte, daf die 
Probe so sicherer eintritt. In neuerer Zeit bin ich aber zweifel- 
haft geworden, ob diese Art der Ausfiihrung besondere Vor- 
zluge vor der gewohnlich geiibten hat. Das Urteil hieriiber 
wird dadurch erschwert, dafi die Scherersche Probe auch bei 
mOglichst genauer Innehaltung derselben Versuchsbedingungen 
(ohne erkennbare Ursache, vielleicht abhingig von der Art und 
Starke des Erhitzens) bald starker, bald schwiicher ausfiilt, 
gelegentlich bei kleinen Mengen Inosit auch wohl einmal ganz 
oder nahezu versagt. 

Es ist mir nun gelungen, ein Verfahren ausfindig zu 
machen, welches das urspriingliche an Intensitiit der Firbung 
und Sicherheit des Erfolges bei weitem tbertrifft. Die Probe 
wird folgendermaben angestellt. 

Man lost eine Spur Inosit resp. die fiir Inosit gehaltene 
Substanz in 1—2 Tropfen Salpetersiiure von 1,2 D, setzt einen 
Tropfen 10°/cige Chlorcalciumlésung (bezogen auf entwiissertes 
Chlorcalcium), dann einen Tropfen 1—2°/oige Platinchlorid- 
losung hinzu und verdampft vorsichtig unter Aufblasen und 
Umschwenken auf einem Porzellantiegeldeckel. Es tritt eine 
rosarote bis ziegelrote Fiirbung ein. L&aBt man die Probe liegen, 
so zieht der Riickstand Wasser an und wird orange. Erhitzt 
man wieder, so tritt die Rotfarbung aufs neue ein, und zwar mit- 
unter selbst mit blauer Nuance dhnlich der Guaninreaktion mit 
Salpetersiure und Natronlauge. Erhitzt man starker, so wird 





') Das Fortlassen des Ammoniaks hat, wie ich aus Hoppe-Seyler- 
Thierfelder, 8. Aufl., S. 273 ersehe, schon Bédecker angegeben, da- 
bei aber empfohlen, die Erhitzung bis zum Grau- oder Schwarzwerden 
fortzusetzen, falls die charakteristische Farbung nicht friiher eintritt. 
Grau- oder Schwarzfirbung ist aber durchaus nicht beweisend, da sie 
auch auf beginnender Verkohlung beruhen kann. 

*) Vgl. Paul Mayer, Biochem. Zeitschr., Bd. Il, S. 398 (1907). 
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der Riickstand schmutzig-grau, bei grobem Platinzusatz grau- 
griinlich, worin natiirlich nichts Charakteristisches liegt. 

Zur Priifung der Feinheit der Reaktion stellte ich mir eine 
1°/oige Lésung von Inosit in Salpetersdiure von 1,2 D her. 
Kin Tropfen derselben, entsprechend nicht ganz !/2 mg Inosit, 
gab die Reaktion in intensivster Weise, ohne Platinchlorid 
meistens nur schwach, mitunter etwas stirker. Nunmehr wurde 
1 ccm dieser Salpeterséurelésung mit 9 ccm Salpetersaure ver- 
setzt. 2 Tropfen dieser L6sung, entsprechend ca. !/10 mg Inosit, 
gaben die Reaktion noch ganz befriedigend, aber, was ich nicht 
verschweigen will, in wechselnder Intensitat, 1 Tropfen — !/20 mg, 
mitunter noch deutlich, meistens aber nur eben angedeutet. 
bei diesen minimalen Mengen nimmt man zweckmibig eine 
etwas schwichere Platinchloridl6sung. Was die Rolle des Platins 
bei der Reaktion betrifft, so wird man wohl annehmen miissen, 
dafi es als Katalysator wirkt. 

Die Rolle des Chlorcalciums bei der Reaktion ist einiger- 
maben unklar: es lafbt sich nicht mit demselben Erfolge durch 
Calciumnitrat ersetzen, man wird also wohl annehmen miissen, 
dali das Chlor desselben oxydationsbefordernd wirkt. Daf in 
der Tat das Chlor in Aktion tritt, sieht man, wenn man die Reaktion 
ohne Platinchlorid in einem Platinschélchen ausfiihrt: beim Ein- 
dampfen fiirbt sich die LOsung gelb durch in Lésung gegangenes 
Platin. LOst man nach beendigung des Versuches den Riickstand in 
Wasser, so bemerkt man, daf das Platin angegriffen ist. Gleich- 
zeitig fiel mir dabei auf, daf die Reaktion weit starker aus- 
fiel, als im Porzellanschalchen oder Porzellantiegeldeckel, und 
diese zufillige Beobachtung hat mich darauf gefiihrt, die An- 
wendung von Platinchlorid bei Anstellung der Reaktion zu 
empfehlen. 

In dieser Beziehung ist nun folgendes Sachverhiltnis nicht 
ohne Interesse. 

Scherer hat urspriinglich empfohlen, die Reaktion auf 
einem Platinblech auszufiihren. Scherer hat damit ein die 
Reaktion forderndes Moment eingefiihrt, ohne sich dartiber klar 
zu sein. Da die Anstellung der Reaktion auf einem Platinblech 
unbequem ist, so hat man spéter wohl stets der Bequemlich- 











Kleinere Mitteilungen. 481 


keit halber und in Anlehnung an die itibliche Reaktion der 
Purinkorper mit Salpetersdure, Porzellantiegeldeckel oder Por- 
zellanschdlchen benutzt und damit die Bedingungen fiir den 
Eintritt der Reaktion unbewuft verschlechtert. Die Hand- und 
Lehrbiicher sprechen entweder nur von Porzellanschiilchen oder 
lassen die Wahl zwischen Platinblech oder Porzellanschalchen, 
nur Hammarsten!’) spricht nur von Platinblech. 

Ubrigens hat die Reaktion im Lauf der Zeit verschiedene 
Wandlungen durchgemacht. Wie ich aus Heintz, Lehrbuch 
der Zoochemie, 1853, 8. 575 ersehe, hat Scherer urspring- 
lich keine Salpetersdéure bei der Reaktion angewendet, sondern 
nur Chlorcalecium und Ammoniak. Hier kann eine befordernde 
Wirkung des Platins also nicht stattgefunden haben. Ahnlich 
wie Platinchlorid wirkt auch verdiinntes Eisenchlorid, doch 
mochte ich dieses nicht empfehlen, da die Farbe des Riick- 
standes, den Eisenchlorid beim Verdunsten und Erhitzen hinter- 
lat, zu Téuschungen Veranlassung geben konnte. 


') Lehrbuch der physiol. Chem., 7. Aufl., 5. 550 (1910). 











Uber die Veranderung der Ausscheidung von Aminosduren, 
bezw. von formoltitrierbaren Stoffen, als eine Ursache der 


VergréBerung des “*' -Quotienten nach gréferen Blutverlusten. 
Von 


Dionys Fuchs. 


Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung, Franz-Josef-Universitat, Kolozsvar.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Oktober 1910.) 


In friiheren Versuchen tiber den Einfluf{ grofer Blutver- 
luste auf den Eiweifi- und Energieumsatz!) fand ich unter 


Cal : ” ; ; 
anderem, da der y 7 Quotient (Energiequotient) des Harnes 


nach grOferen Blutverlusten eine Steigerung erfiihrt, der Harn 
also im Verhiiltnis zu seinem N-Gehalte energiereichere Stoffe 
enthialt als zuvor. Dies berechtigte mich zu der Annahme, dah 
der Harn nach Blutverlusten unvollkommen oxydierte Stoffe in 
grOferer Menge enthilt. Ich wies dort auch auf die verschie- 
denen denkbaren Ursachen der Vergréferung des Energiequo- 
tienten, so auch darauf hin, daB diese Veranderung des Energie- 
quotienten —— abgesehen von den Verinderungen, welche in 
den Oxydationsvorgiingen eintreten kénnen — mit jenen Stofi- 
wechselvorgiingen im Zusammenhange stehen kann, welche mit 
der Regeneration des Blutes einhergehen. 

Damit diese Annahme, welche mir spater als die wahr- 
scheinlichste erschien, auch auf experimentellem Wege bestitigt 
werden kénne, untersuchte ich die Ausscheidung von Amino- 
siiuren nach der Blutentnahme und folgte hierbei der folgenden 
Uberlegung: Die mit der nach Blutverlusten sich einstellen- 
den Blutneubildung zusammenhiéngenden chemischen Prozesse, 


') Dionys Fuchs, Uber den Einfluf{ grofer Blutverluste auf den 
Eiweifi- und Energieumsatz. Pfliigers Archiv f. d. g. Physiol., Bd. CXXX, 
S. 156 (1909). 
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hauptsichlich der die Umwandlung der Eiweibikérper beglei- 
tende EiweiBabbau und der diesem folgende Eiweifaufbau, geben 
in erhéhtem Mahe dazu Gelegenheit, daB Aminosiiuren, als bei 
der Synthese unbrauchbare Abfallprodukte, ins Blut und von 
hier in den Harn iibertreten. In Anbetracht dessen, daf die 
Aminosauren gegeniiber den letzten Zerfallprodukten des Eiweib- 
stoffwechsels einen bedeutenderen Energiegehalt aufweisen, darf 
einerseits schon ein méfSiger Zuwachs der Ausscheidung von 
Aminoséuren, anderseits bei unverinderter Ausscheidung der 
Aminosiuren eine Verringerung des Gesamtstickstoffes des 
Harnes, als ein solcher Umstand betrachtet werden, welcher 
die Vergréferung des Energiequotienten des Harnes nach Blut- 
verlusten — wenigstens zum Teil — erkliren kann. An dieser 
Erklarung kénnen wir um so eher festhalten, da aus meinen 
friiheren Versuchen unzweideutig hervorgeht, dafi Blutverluste 
gerade den Eiweilistoffwechsel in charakteristischer Weise ver- 
andern. 

Die Untersuchungen fiihrte ich an einem Hunde und an 
zwel Kaninchen aus und zwar in derselben Anordnung, wie es 
in der zitierten Arbeit beschrieben wurde. Die Tiere wurden 
8—10 Tage vor Beginn der Versuchsreihen in einen Stoff- 
wechselkiifig gebracht und erhielten dieselbe Kost, welche auch 
spiiter wiéhrend der eigentlichen Versuche verabreicht wurde. 
Die Versuchstiere verzehrten ihr Futter in allen Versuchsreihen 
sowohl vor als nach der blutentnahme stets ohne Verlust. Die 
zum Zwecke der Blutentziehung in der Halsregion gesetzten 
Wunden heilten in allen Fillen per primam. Der Harn der 
Tiere wurde in unter die Kiifige gestellten und mit verdiinnter 
Salzsiure beschickten Gefafien gesammelt. Auberdem wurde, 
um die tagliche Menge piinktlicher zu erhalten, der Hund und 
das II. Kaninchen tiiglich, das I. Kaninchen jeden zweiten Tag 
katheterisiert; die vollstandige Entleerung der Blase wurde 
hierbei stets sorgfaltigst beachtet. 

Der Stickstoffgehalt des Harnes wurde nach Kjeldahl,') 
der NH,-Gehalt nach Kriiger-Reich?) bestimmt. Zur Bestim- 


1) Katalysator: Quecksilber. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 165 (1903). 
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mung der Aminoséuren des Harnes beniitzte ich zuerst die 
Methode von Pfaundler’) in der von Leersum?) empfohlenen 
Modifikation. Es stellte sich aber alsbald heraus, daBi diese 
Methode unvollkommen ist, da der Grad der Verdiinnung des 
Harns die auf diese Weise bestimmte Menge des Aminosdure- 
stickstoffs betrachtlich verandert. Trotzdem die Nahrung der 
Tiere die gleiche blieb, haben sich in den Tagesmengen der 
Aminosiuren kaum erklirbare Schwankungen gezeigt, die nur 
den Fehlerquellen der Methode selbst zuzuschreiben sind. Ein 
weiterer Nachteil der Methode ist der, daB die Kolben wiéhrend 
des Aufschliefens des Harnes (mit Phosphorsiaure) 6fter bersten. 

Zweckmabiger erschien die mittlerweile von Henriques?*) 
empfohlene «formoltitrimetrische Methode>. Betreffs der Ein- 
zelheiten derselben verweise ich auf die Originalabhandlungen‘*) 
und méchte hier nur noch erwiéhnen, daf ich in meinen Be- 
stimmungen nach der verbesserten Henriques-Sorensen- 
schen?) Methode so verfuhr, dai ich aus dem vorher mit 
BaCl, und Ba(OH), behandelten Harne das NH, im Vakuum 
nach Kriger-Reich entfernte. Der so erhaltene Riickstand 
diente dann zur eigentlichen Bestimmung der Aminosdauren, 
welche darin bestand, da die Lésung zuniichst gegen Lack- 
mus neutralisiert und hierdurch — unter Zugabe von Formol — 
mit "/5-NaOH bis zur stark roten Farbe des Phenolphthaleins 
titriert wurde. 

Da der Harn verschiedene stickstoffhaltige und siure- 
artige Stoffe (Oxyproteinsaiuregruppe, Uroferrinséure usw.) ent- 
halt, kann auch diese Methode der Bestimmung der Amino- 
siiuren nicht fiir vollkommen fehlerfrei betrachtet werden. 
Wahrscheinlich sind die so erhaltenen Werte etwas hoher als 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 75 (1900). 

?) Biochemische Zeitschrift, Festband, S. 121 (1909). 

8) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 1 (1909). 

4) Sébrensen, Biochemische Zeitschrift, Bd. VII, S. 45 (1907). — 
Henriques und Sérensen, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27 (1909) 
und Bd. LXIV, S. 120 (1910). — Frey und Gigon, Biochem. Zeitschrift, 
Bd. XXII, S. 309 (1909). — H. Malfatti, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 499 
(1909) und Bd. LXVI, S. 152 (1910). — L. de Jager, Diese Zeitschrift, 
Bd. LXV, S. 185 (1910). 
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die wahren Werte des Aminosiiuregehaltes des Harnes. Die 
Methode kann aber zu Vergleichszwecken, zu welchen auch ich 
sie verwandte, mit gentigender Zuversicht herangezogen werden. 

Weitere Versuche dienten zur Priifung der Meinung von 
Frey und Gigon,') nach welcher die Methode Spiros?) zum 
Austreiben bezw. zur Bestimmung des Ammoniaks wiihrend 
der Vorbereitung des Harnes zur Bestimmung der Aminosiiuren 
sehr zweckmiabig erscheint. Da ich in der Literatur diesbe- 
zuglich keine zahlenmibigen Daten finden konnte, teile ich kurz- 
gefabt die Methode und die Resultate meiner Versuche mit. 

Je 10 ccm einer "/10-NH,Cl-Lésung (F. = 0,9674; mit 
PtCl, eingestellt) wurden in MeBzylinder von geeigneter Grobe 
gebracht, mit der vorgeschriebenen Menge Ba(OH),-L6sung und 
Alkohol vermischt; die MeBzylinder wurden dann mit je 50 cem 
n/io-H,SO, enthaltenden Absorptionsgefiiben verbunden. Hierauf 
wurde durch das ganze System, mit Hilfe einer Wasserstrahl- 
pumpe, mit konzentrierter Schwefelsiéiure und konzentrierter 
Kalilauge gewaschene Luft verschieden lange Zeit in starkem 
Strome hindurchgeleitet. Die Resultate dieser Versuche sind 
in der folgenden ‘Tabelle zusammengestellt: 











basen Von 9.67 com "/10-NH, wurden gebunden Ungebunden 
ee ae I Il III *) Zusammen geblieben 
4 8625 0,057 0,01 8,692 0,982 
7 9,132 0,057 — 9,189 0,485 
15 9,44 0057 |; — | 9,497 0,177 
20 9,49 0,209 — 9,699 








Es ist ersichtlich, dafi die letzten Spuren des Ammoniaks 
sehr schwer aus der Losung auszutreiben sind, und dafi zum 
volistiindigen Entfernen desselben wenigstens ein 20stiindiger 
kraftiger Luftstrom erforderlich ist. Die Bestimmungen wurden 
stets doppelt ausgefiihrt und zeigten eine vollkommene Uber- 


einstimmung. 





le, 
*) Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. IX, S. 481 (1907). 


5) Die rémischen Zahlen geben die Reihenfolge der hintereinander 
gekuppelten Absorptionsgefafhe an. 
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Der in den Mefzylindern zuriickbleibende Ammoniak konnte 
mit Hilfe des Kriiger-Reichschen Verfahrens stets quanti- 
tativ bestimmt werden: dieser Umstand spricht gleichfalls zu- 
gunsten der Brauchbarkeit der letzteren Methode. Beziiglich 
der nach Kriiger-Reich ausgefiihrten Bestimmungen ist es 
von Wichtigkeit, daB in den als Vorlagen dienenden Peligot- 
GefiiBen die "/:0-Schwefelsiiure in groBem Uberschu8 vorhanden 
sei. Das geht auch aus den mit der erwahnten NH,Cl-Losung 
und zwei nacheinander gekuppelten Peligot-Gefafen ausge- 
fiihrten Versuchen hervor, welche zeigen, daf zur Bindung 
von 10 ccm "'10-NH, (Lésung) wenigstens 50 ccm "!10-Schwefel- 
siiure erforderlich sind. Zur Feststellung dessen, dafi in dem 
Peligot-Gefib der gesamte Ammoniak gebunden wurde, ver- 
wendete ich eine mit Nessler-Reagens gefiillte und mit dem 
Peligot-Gefab verkuppelte Gaswaschflasche. Die Einschaltung 
letzterer ist tibrigens zu Beginn der Bestimmung auch fiir die 
Beurteilung der Geschwindigkeit des Luftstromes von Nutzen. 

Mit Hilfe der beschriebenen Methoden fiihrte ich im ganzen 
+ Versuchsreihen aus — 2 an einem Hunde und 2 an Kaninchen. 

Die folgenden Tabellen') zeigen die gewonnenen Ergebnisse. 

Aus diesen Zahlen geht eindeutig und unzweifelhaft hervor, 
dal} die Menge des Aminosiiurenstickstoffs bezw. der formolti- 
trierbaren Stoffe nach gréferen Blutverlusten sowohl absolut, 
als auch im Verhiltnis zu dem Gesamtstickstoff des Harnes 
anwiichst. Die Steigerung in der Ausscheidung von Amino- 
siiuren bezw. von formoltitrierbaren Stoffen dauert nach den 
Blutverlusten langere Zeit an und hort beiléufig dann auf, d. h. 
die Ausscheidung der Aminoséuren kehrt zu den vor dem Blut- 
verluste bestandenen Werten erst dann zuriick, wenn die Rege- 
neration des Blutes vollstiindig geworden, worauf nach ungefahr 
3 Wochen gerechnet werden darf. Besonders hervortretend 
ist der relative Zuwachs des Aminosiurenstickstoffs im Ver- 
gleich zum Gesamtstickstoff des Harnes in den an Kaninchen 
angestellten Versuchen; dasselbe Ergebnis zeigt sich tibrigens 
auch in den am Hunde ausgefiihrten Versuchsreihen. Die Er- 


1) S. 486—490. 
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gebnisse der letzteren Versuche gewinnen noch dadurch an 
Interesse, daf zu beiden Versuchen ein und dasselbe Tier diente, 
und daf nach der zweiten Blutentnahme, welche im Vergleiche 
zur ersten viel grofer war, auch die Reaktion in der Aus- 
scheidung der Aminosiuren eine gréfere wurde. 

Die sowohl vor, wie auch nach der Blutentyahme be- 
stimmte absolute und relative Menge des ausgeschiedenen Am- 
moniaks zeigte eine gute Ubereinstimmung. Es geht hieraus 
hervor, dafi der Blutverlust keinen besonderen Einflu8 auf die 
Ausscheidung des Ammoniaks ausiibt. 


I. Versuchsrethe. 


Tagesmen der Nahrun { a0 g Fleischmehl 
* e€ DY J ir o . | 
: ' ; © | 80 » Hundekuchen (Fattinger). 


Am 24./III. wurden aus der rechten Carotis 110 ccm Blut entnommen. 


























—— Korper- Die Tagesmenge des Harnes enthielt 
gewicht : , , 
suchs-}Datum] des Aminosaure-N Ammoniak-N 
tag Tieres | N | | 
g g g | Fo g °/o 
1 |1s.u1| 7300 |7,69 0,116 1.50) 0,295 3,83 
2 119. » | 7270 17,30 0,104 1,42 = 
3 20. » | 7270 |7,28 0,123 1,68} 0,279 3,67 
4 Jat. >| 7250 17,42 0,119 £0,115 1,60 $1.56 0,292 $0,275 3,93 13,75 
5 [22>] 7100 | 7,22 0,123 4,70) 0,254 3.51 
6 |23. » | 7000 17,26 0,108 (1,48 0,283 3,91 
7 424 » | 7000 [7,19 0,112 1,59 0,266 3,69 
8 125. >| 7000 |7,18 0,116) 1,60) _— 0,239 331) 
9 [26. » | 7000 17,75 0,123 | 1,70 | --- a 
10 27. > | 7000 |7,64 0,134 1,74 0,325 4.25 
11 | 28. > | 6850 | 7,08 0,11640,127 1,64'1,70 0,279 '0,279 3,93 '3,80 
12 |29. » | 6850 |6,80 0,123 1,81 | 0,237 3,48 
13. |30. » | 6850 | 7,63 0,127 | 1,66 0,304 3,98 
14 |31. > | 6890 | 7,50 0,151, 2,01 | 0,289 3,85 
15 | 1.1V.J 6800 |6,79 0,123 1,81 0,257 3,76 
17 | 3. » | 6800 | 7,39 0,123 1,66 (0,239 3,23 
19 | 5. » | 6800 | 6,95 0,116 (0,120, 1,63 1,72 0,253 10,258 3,64'3,62 
21 | 7. > | 6850 16,86 0,123 1,79 0,245 3,57 
23 | 9. » | 6850 | 7,62) 0,116 1,52 0,297 3.89 
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LXIX, 


hemie. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. ¢ 
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+90 Dionys Fuchs, Uber Ausscheidung von Aminosduren. 
PI ’ D 


IV. Versuchsrethe. 

{ 30 g Hafer 

| 100 » Salat. 

Am 17./V. wurden aus der rechten Carotis 31 ccm Blut entnommen. 


aie Ie 


Tagesmenge der Nahrung 
































= eee ee 
Korper- Die Tagesmenge des Harnes enthielt 
Versuchs- os — . 
D: gewicht were 
atum ae | , Aminosiiure-N 
tag des lieres N a 
g s = °/o 
| 12. V. 1630 O.828 0.028 3,43 
3 14. » 1630 0,840 0,027 3,19 
4 15. 1620 0,804 0,030 | 0,029) 3,74 7 3,54 
5 16. 1620 0.819 — } o— 
6 17, >» 1610 0,806 0,031 3,80 
7 18. 1560 0,823 | 0,042 5,14 
~ 19. » 1580 | 0888 | 0,042 | 4,71) 
ae 0,040 | 5,03 
9 20. » 1580 0,689 | 0,042 6,06 
11 22. 1540 | 0,749 | 0,032 | 4,21. 


Die beziiglich der Ausscheidung der Aminosiiuren gewon- 
nenen Zahlen bestitigen also auf experimentellem Wege die 
theoretische Uberlegung, daB die Vergréferung des Energie- 
quotienten — wenigstens zum Teil — von der absoluten, sowie 
auch relativen Vermehrung der ausgeschiedenen Aminosauren 
bezw. formoltitrierbaren Stoffen herrthrt. 








Uber den Einflu8 des langdauernden Hungerns auf die Aus- 
scheidung von Aminosduren bezw. formoltitrierbaren Stoffen. 
Von 
Dionys Fuchs. 


(Aus dem physiologischen Institut der kgl. ung. Franz-Josef-Universitat, Kolozsvar.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17, Oktober 1910.) 


Die zu schildernden Versuche hatten den Zweck, unsere 
Kenntnisse tiber den Chemismus des nach liingerem Hungern 
unmittelbar vor dem Tode beobachtbaren gesteigerten Eiweib- 
abbaues mit einigen Daten zu bereichern. Ich versuchte, Ant- 
wort auf die Frage zu erhalten, ob nicht etwa die Steigerung 
der N-Ausscheidung von einer gesteigerten Aminosiiureaus- 
scheidung abhingig ist. Im Sinne der Schulzschen') Theorie, 
laut welcher diese Erscheinung mit dem sich plétzlich ein- 
stellenden ausgebreiteten Zelltod in Zusammenhang zu bringen 
ist, kann man — auf Grund der Analogie mit jenen bekannten 
pathologischen Zustiinden (wie die Phosphorvergiftung oder die 
akute Leberatrophie), wo sich im Anschluf an die ausgebreitete 
Gewebenekrose eine vermehrte Aminosiiureausscheidung ein- 
stellt — eine der Autolyse ahnliche Zersetzung des Zelleiweibes 
als Ursache der gesteigerten Stickstoffausscheidung betrachten. 
Behufs experimenteller Priifung der Richtigkeit dieser Annahme 
untersuchte ich den Gang der Ausscheidung des Gesamtstick- 
stoffes und des Aminosidurenstickstoffes wiihrend des Hungerns. 

Die Versuche wurden an zwei Hunden und an zwei 
Kaninchen ausgefiihrt. (Um die primortale Steigerung der Stick- 
stoffausscheidung auch an Hunden in charakteristischer Weise 
zu erhalten, wurde den Tieren vorher ihr iiberschiissiges Glykogen 
und Fett entzogen, indem sie vor Beginn des Hungerns je einen 
Monat lang in Form von Fleischmehl nur fett- und kohlen- 

') Pfligers Archiv f. d. g. Physiol., Bd. LXXVI, 8. 379 (1899). 
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hydratfreie Nahrung erhielten. An den Kaninchen ist eine 
solche Vorbereitung nicht nétig, da die pramortale Steigerung 
der Stickstoffausscheidung bei diesen Tieren sich stets mit 
voller Sicherheit einstellt. 

Die Tiere wurden wihrend der Versuche in Stoffwechsel- 
kiisten gehalten. Der Harn wurde piinktlich gesammelt; in 
der II., Ul. und IV. Versuchsreihe wurden die Tagesmengen 
des Harns durch tiigliches bezw. zweitiigliches Katheterisieren 
genau abgegrenzt. Bei dem minnlichen Tiere der ersten Ver- 
suchsreihe konnte die tiagliche Katheterisierung nicht ausgefiihrt 
werden; die Tagesmengen des Harnes konnten trotzdem nach 
der GewOhnung des Tieres ziemlich gut abgegrenzt werden. 

Kiweib, Zucker und Acetoessigsiure wurde im Harne der 
Versuchstiere wiihrend der ganzen Versuchsreihe nicht gefunden. 
Die Uffelmannsche Milechsiurereaktion, welche immer in der 
zur Titration bereits vorbereiteten Fliissigkeit ausgeftihrt wurde, 
konnte in allen Versuchsreihen stets erhalten werden. Der 
Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl,!) der Aminosdure- 
stickstoff nach Henriques-Soérensen bestimmt. Betreffs der 
Kinzelheiten dieser letzteren Methode verweise ich auf die 
Originalmitteilungen und auf meine friihere Arbeit.”) Es 
soll nur noch betont werden, dafi die auf diese Weise er- 
haltenen Aminosiiurewerte sich eigentlich auf die Gesamt- 
menge der formoltitrierbaren Stoffe des Harnes beziehen; die 
Titration wurde (nach Henriques-Sérensen) von der Neu- 
tralisation gegen Lackmus bis zur stark roten Farbe des Phenol- 
phthaleins durchgefiihrt. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in den folgenden Tabellen 
zusammengestellt. 

Ks ist aus diesen Zahlen zu ersehen, dah, obwohl die 
absolute Menge der mit dem Harne ausgeschiedenen Amino- 
siiuren bezw. formoltitrierbaren Stoffe mit dem Fortschreiten 
des Hungerns bestiindig steigt, ihre auf den Gesamtstickstoff 
bezogene relative Menge dieselbe bleibt. An den die relative 
Menge des Aminosiurenstickstoffs anzeigenden Zahlen sind 


‘) Als Katalysator wurde Quecksilber benutzt. 
%) Diese Zeitschrift, Bd. LXIX, 5. 482 (1910). 
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I. Versuche am Hunde. 





















_ $$$ —$ $$$ 
—_— Zahl Korper-| Die Tagesmenge des Harns enthielt 
Mee gewicht : | | 
suchs- Te Datum a | N | Aminosiiure-N  Ammoniak-N 
reihe : sine 
tage g g | g °Jo g Jo 
1 21.1V.} 5d50 2.07 0,048 2.33 | 0075 3,64 
§ 23. » 54350 1.57 | 0,044 2.82 0,112 7,12 
4 24. » D450 1.97 § 0,044 225 | 0,114 5.80 
5 25. >| 5870 | 1,75 | 0055 314 0120 | 6,84 
y 29. d000 | 2.41 | 0,048 1.98 0,125 5,22 
10 30. > | 5000 | 2,14 | 0,056 2.62 0,098 | 4,57 
11 1.V.] 4950 71,39 | 0,042 | 298 | 0,062 | 4,43 
14 4, » i650 | 217 | 0,056 | 2.58 | 0,111 5,10 
15 5. » | 4550 | 1,77 | 0,041 | 233 | 0071 | 3,98 
I 16 6. >| 4530 | 1,66 | 0,046 | 2,77 | 
17 7. >| 4430 | 2,36 | 0,050 | 2,13 | 0,099 | 4,17 
18 8. >| 4300 | 2.39 | 0,046 | 1,93 | 0,102 | 4,24 
19 9, >| 4200 | 2,69 | 0,045 | 1,68 — — 
20 10. » | 4130 | 2.92 | 0,058 | 1,98 | 0417 | 401 
22 12. > | 3920 | 2,79 | 0,058 | 266 | 0,109 | 3,90 
023 |43. >| 3800 | 352 0077 | 218 0,118 | 3,37 
9 115. >| 3550 | 3,04 | 0056 | 1,84 | 0,094 | 3,10 
26 16. » | 3400 | 426 9 0,077 | 180 | 0,124 | 2.92 
27 117. >| 3250 | 447 | 0.090 | 2.00 | 0119 | 2.67 
31.V. | 5650 | 7,27 | 0,136 | 1,87 — | ma 
1. VI.] 5670 4,095 | 0,089 216 | 0,325 | 7,94 ty 
1 2.VI.} 5500 | 1,809! 0,062 | 340 9 0143 | 7,94 
3 4, > 9350 | 1,641) 0,045 |; 2.73 0,08 | 5,18 
” 5 6. > | 5100 | 2.363) 0,058 | 2,45 0,158 | 5,24 
8 9. » | 4900 | 3,024) 0,077 2.54 0120 | 5,09 
14 15. > | 4400 | 2,01 | 0.054 | 2,68 0.099 | 4,93 
17 18. » 4100 128 0,041 3,15 0,084 | 6,55 








‘) An diesen zwei Tagen erhielt das Tier insgesamt 100 g 


Fleischmehl. 
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Il. Versuche an Kaninchen. 
































Ver- | Zahl Kiérper-| Die 48stiindige Menge des Harnes 
gewicht enthielt 

suchs- der Datum ~ des : ue a 
Hunger- Tieres | N  (Aminoséiure-N) Ammoniak-N 

reihe tage . 9 g 0) r Fg 
G7. V. 1475 | 1.08 0,034) 3,12 | 0,0124 1,141) 
8.—Y. 1375 | 1.42 | 0,081 2.73 | 0.0178) 1.58 'y 

2 10.—11. V. | 1310 | 1,47 9 0,029, 1,98 | 00,0093 0,63 

f 12.—13. » 1260 | 1,47 0,084 2,30 | 0,0081 0,56 

6 14.—15. » 1220 | 1,32 0,084, 2,54 | 0,0052 0,39 

IIT. 8 16.—17. » 1160 | 1,29 0,032. 2.50 0,00535 0,43 
10 18.—19. » 1090 1,35 | 0,035, 2,59 | 0,0147 1,09 

12 20.—21. » 10-40 1,57 0,038 | 2,42  0,0209, 1,33 

14 | 22-23. » | 950 | 218 | 0,052) 2.39 | 0.0432) 2,39 
11.—12. VI.] 1510 | 1,36 | 0,054) 3,93 0,0090) 0.667) 
13.14. » | 1500 | 1,40 | 0,058) 4.11 0,0078 0,552) 

2 15.—16. VI. | 1340 | 1,695, 0,038 2,27 0,0111, 0,66 

IV. 4 17.—18. » 1180 | 3,75 0,077) 2,05 | 0,0291) 0,77 
6 19.—20, » 1000 | 1,89 | 0,046 2,17 0,0199) 1,05 














zwar hie und da kleinere Schwankungen zu merken: diese 
sind jedoch nicht so bedeutend, dab sie die oben erwihnte 
Schlubfolgerung abzuiéindern vermochten. 

Die Resultate der Versuche scheinen demnach die als 
Ausgangspunkt dienende Annahme nicht zu bestitigen, denn 
obzwar die pramortale Steigerung der Stickstoffausscheidung 
besonders in der [., Ill. und IV. Versuchsreihe sehr charak- 
terisuisch war, wuchs doch die relative Menge der Amino- 
siiuren bezw. der formoltitrierbaren Stoffe nicht an. Die Be- 
weiskraft dieser Folgerung wird allerdings durch den Umstand 
beriihrt, dah, wie es schon bemerkt wurde, die Uffelmannsche 
Milchsiiurereaktion im Harne wiihrend des Hungerns Tag fir 
Tag positiv ausfiel. Es ist ferner bekannt, daf auch die Menge 
der Fettsiiuren im Harne wihrend des Hungerns betriachtlich 


') An diesen Tagen erhielt das Tier je 30 g Hafer. 
*) An diesen Tagen erhielt das Tier je 100 g Kohl und 30 g Hafer. 
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ansteigt. Diese beiden Umstiinde sind bei der Verwertung der 
durch die Formoltitration erhaltenen Resultate um so mehr in 
Betracht zu ziehen, als neuerdings Malfatti!) darauf hinwies, 
daB der Milchsiiuregehalt der zu titrierenden Fliissigkeit den 
Neutralisaltionspunkt gegen Lackmus und den gegen Phenol- 
phthalein einander derart nihert, dab von den formoltitrier- 
baren Stoffen — unter sonst gleichen Verhiiltnissen —- weniger 
gefunden wird. Es ist also nicht auszuschlieben, dal vielleicht 
auch in meinen Versuchen die fortwiéhrend im Ansteigen be- 
eriffene Milchsiure- oder Fettsiureausscheidung es verhinderte, 
dah die eventuelle Steigerung der relativen Menge der formol- 
titrierbaren Stoffe nachgewiesen werde. 

Die Steigerung der Ausscheidung von Milchsiiure, bezw. 
von anderen siiureartigen Stoffen scheint eine bestitigung durch 
die Veranderung der Ammoniakausscheidung zu gewinnen, be- 
sonders in der III. und IV. Versuchsreihe, wo die Ammoniak- 
ausscheidung nach dem Erreichen eines Minimalwertes fort- 
wihrend und stufenweise bis zum Tode anstieg. Dem gegeniiber 
war aber in der am Hunde ausgefiihrten I. Versuchsreiche 
iiberhaupt keine Steigerung wahrnehmbar, in der II. auch nur 
am letzten Tage. In der |. Versuchsreihe war sogar — wenig- 
stens beziiglich der relativen Menge des Ammoniakstickstoffes - 
wiihrend des Hungerns von Anfang bis zu Ende eine bestindige 
Abnahme zu konstatieren. 

Welchen Einflufi also die oben erwiihnten Faktoren auf 
die Formoltitration ausiiben, ist selbst bei Beriicksichtigung der 
Ammoniakausscheidung nicht zu entscheiden. Mit Riticksicht 
auf die geringen Mengen des zur Analyse verwendbaren Harnes 
konnte ich leider die Milchsiure bezw. die Fettsiiuren nicht 
quantitativ bestimmen. Die Entscheidung der gestreiften Mog- 
lichkeit und auch der ganzen Frage mufi demnach vor der 
Hand, bis zum Bekanntwerden geeigneterer Methoden aufge- 
schoben werden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, S. 152 (1910). 











Bemerkung zu einer Arbeit von Jacques Loeb und Wasteneys. 
Von 


Otto Warburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 21, Oktober 1910.) 


i. 

In einer dem Seewasser isotonischen Natriumchloridlésung werden 
die befruchteten Eier von Strongylocentrotus lividus gréftenteils zerstort, 
etwa innerhalb 30 Minuten bei 20°; diese Wirkung der Kochsalzlésung 
wird, wie ich fand,') durch Spuren von Blausiéure verhindert; die Blau- 
sduremenge, die entgiftend wirkt, driickt nach meinen Messungen die 
Atmung des Seeigeleis in Seewasser etwa auf '/s herunter, und so kam 
ich zu dem Schluf, daf\ die Blausiiure deshalb entgiftend wirkt, weil sie 
die Oxydationsgriéfie herabsetzt. Es entstand nun die Frage, warum die 
Herabsetzung der Oxydationsgréfe entgiftend wirkt. 

Der niichstliegende Versuch, Messung des Sauerstoffverbrauchs in 
einer NaCl-Liésung, lief& sich nicht ausfiihren, weil die Eier gleichzeitig 
zerstirt werden. Dagegen war diese Schwierigkeit zu tberwinden durch 
Zusatz von Blauséure zu der NaCl-Lésung. Es ergab sich, dafi die lebenden 
Kier von Strongylocentrotus in einer reinen NaCl-Lésung 5mal soviel 
Sauerstoff verbrauchen, als in einer NaCl - KCl - CaCl,-Lésung, wenn beiden 
Fliissigkeiten die gleiche Menge Blauséiure zugefiigt war. Hiermit schien 
mir erklirt, warum die Herabdriickung der Oxydationen das Ei vor der 
Giftwirkung der NaCl-Lésung schiitzt. 

In einer soeben erschienenen Mitteilung?) behandeln Loeb und 
Wasteneys dasselbe Problem. Diese Autoren priiften meine Versuche 
nach und bestitigten sie, die entgiftende Wirkung der Blausaéure und 
die Steigerung des Stoffwechsels; sie zogen ferner dieselbe Schlufh- 
folgerung wie ich, dafs die Blausiéiure entgiftend wirkt, weil sie die Oxy- 
dationen hemmt. Warum aber die Oxydationshemmung die Giftigkeit 
der NaCl-Lésung aufhebt, scheint Loeb und Wasteneys durch meine 
Versuche nicht erklart. 

Loeb und Wasteneys machten ihre Studien an Eiern von Arbacia, 
von denen nur 20°/o durch die NaCl-Léisung zerstért werden, wihrend 
80°%o sich furchen; sie untersuchten also im wesentlichen Eier, die nicht 
zerstOrt werden und fiir die die von mir aufgeworfene Frage griften- 
teils nicht existiert. Sie bestimmten den Stoffwechsel dieses Materials 
in einer reinen NaCl-Lésung; hierbei gehen 20°/o der Eier zugrunde und 
demnach, wie die Autoren selbst angeben, dem Stoffwechselversuch ver- 
loren; die iibrigen 80°/o, die sich furchen, zeigen den normalen (keinen 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, S. 305. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 340. 
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erhohten) Stoffwechsel. Also gerade der Stoffwechsel derjenigen Eier, die 
von der NaCl-Lésung cytolysiert werden und auf die allein sich meine 
Versuche beziehen, ist bei der Loebschen Anordnung nicht gemessen 
worden. Trotzdem glauben die Autoren, daf§ ihre Zahlen gegen meine 
Schliisse sprechen. 


2 


Loeb und Wasteneys versuchen ferner, eine Erklirung der von 
mir beobachteten Steigerung des Stoffwechsels in einer NaCl-Lésung 
gegenuber einer NaCl - KCl - CaCl,-Lésung zu geben, wenn beide Fliissig- 
keiten Blauséure enthalten; sie machen die Hypothese, dafv Blausiiure 
durch Anwesenheit von CaCl, in ihrer Wirksamkeit gefOrdert wird. Ich 
priifte diese Hypothese an Vogelblutzellen nach und fand, dafs Blausiure 
die Oxydationen ebenso stark hemmt bei Gegenwart wie bei Abwesenheit 
von Calcium. 

Sauerstoffverbrauch 


LmOS*o Mall . 1.» ee ws . -: 56 mm bei 18° 


Il. » O,9%o  » oe + 2 & » © © + hee: 22 » » 18° 
Ir. » 0,9% » + 0,060 CaCl, ........: 5S » » 18° 
IV. >» 0,9%,o » + 0,06°/o > . « KCN "/to000-n: 21 » 18° 


(Der Sauerstoffverbrauch ist in abgelesenen Millimetern Wasser 
als Druckverminderung angegeben. Die Glischen blieben 2 Stunden bei 29°. 
Methodik siehe diese Zeitschrift, dieses Heft, Seite 452.) 


Ich fasse zusammen: 

Meine Frage war: warum cytolysiert das Strongylocentrotus-Ei in 
einer NaCl-Lisung? Meine Antwort: weil in NaCl die Oxydationen 
abnorm gesteigert sind. Begriindung: 1. Entgiftung durch Blausdure; 
2. Fiinffache Oxydationsgriéfie in NaCl gegeniiber Kontrolle, bei Gegen- 
wart von Blausdure. 

Loeb und Wasteneys messen den Sauerstoffverbrauch eines 
Materials, das zu 20°/o cytolysiert wird, in NaCl ohne Cyanid, und 
finden eine Abnahme. Die 20°/o, die cytolysiert werden und auf die 
allein sich meine Schliisse beziehen, werden zerstért; ihr Stoffwechsel 
wird gar nicht gemessen. Die 80°/o, die nicht cytolysiert werden, zeigen 
normalen Stoffwechsel. Diese Messung an Organismen, die nicht cytoly- 
sieren, wird von Loeb und Wasteneys gegen meine Erkléirung der 
Cytolyse angefiihrt. 

Demgegeniiber vertrete ich den Standpunkt, daf§ durch 
den Versuch von Loeb und Wasteneys meine Schlisse in keiner 
Weise modifiziert werden. 


Heidelberg, den 21. Oktober. 








Bemerkung zu der Arbeit von K. Moeckel und E. Frank, 
«Ein einfaches Verfahren der Blutzuckerbestimmung>. 
Von 
Leonor Michaelis und Peter Rona. 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1910.) 


In der Mittedlung von K. Moeckel und E. Frank in dieser Zeit- 
schrift, Bd. LXIX, S. 85, «Uber ein einfaches Verfahren der Blutzucker- 
bestimmung» wird nicht nur die gute Brauchbarkeit des von uns als 
Enteiweifungsmittel bei Zuckerbestimmungen  eingefiithrten kolloidalen 
EKisenhydroxyds vollauf bestitigt, sondern es werden auch mehrere von 
uns bereits vor Jahren gemachte spezielle Angaben tiber die Methode 
bestiitigt.‘) Da Moeckel und Frank unterlassen haben, in ihrer rein 
methodischen Mitteilung unsere diesbeziiglichen Arbeiten zu_ zitieren, 
miissen wir darauf hinweisen, dafs ihnen jegliche Urheberschaft auf 
diesem Gebiete abzusprechen ist. Daf, Verfassern unsere Arbeiten nicht 
unbekannt waren, ergibt sich daraus, dafs sie in einer friheren Mitteilung 
liber den Gegenstand auf unsere Autorschaft kurz hinweisen; trotzdem 
ist ihre jetzige Publikation so abgefafht, dafK bei dem unbefangenen Leser 
der Eindruck erweckt werden muf, als brachten sie die Enteiweifung 


betreffend etwas Neues. 


') Vgl. unsere Arbeiten in der Biochemischen Zeitschrift, Bd. VU, 
S. 329; Bd. VIII, S. 356; Bd. XIII, S. 121; Bd. XIV, S. 476; Bd. XVI, 
S. 60; Bd. XVII, S. 375, 514. — Ferner Hoppe-Seyler-Thierfelder, 
Handbuch d. chem, Analyse, 8. Aufl., S. 656 (1909) und E. Abderhalden, 
Handb. der biochem. Arbeitsmethoden, I. Bd., S. 696 (1910). 
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